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1. Einleitung  1  
1. Einleitung: 
 
Gegenüber der akuten Pankreatitis unterscheidet sich die chronische Pankreatitis durch 
kontinuierliche und fortschreitende Entzündungsprozesse, die durch irreversible 
morphologische Veränderungen, sowohl des Pankreasganges, als auch des Parenchyms 
charakterisiert werden. In der Regel sind diese Prozesse bis zu  einem permanenten exokrinen 
und bzw. oder endokrinen Funktionsverlust fortschreitend [Etemad, Whitcomb, 2001]. 
Einzelfälle, bei denen die chronischen Veränderungen ohne Zeichen von Progredienz oder 
Regredienz persistieren, sind ebenfalls beschrieben worden [Büchler & Malfertheiner, 1996]. 
Comfort at al. beschrieben als erste 1946 das moderne Konzept der chronischen Pankreatitis, 
nämlich als chronisch wiederkehrenden Verlauf der Entzündung des Pankreas, oft verbunden 
mit häufigen und lang andauerndem Alkoholkonsum [Comfort et al., 1946]. 
 
Klassifikation: 
Die chronische Pankreatitis wurde 1963 in der Klassifikation von Marseille in die chronische 
Pankreatitis mit fokaler Nekrose, die chronische Pankreatitis mit segmentaler oder diffuser 
Fibrose und die chronische Pankreatitis mit Kalzifizierung eingeteilt. Eine Sonderform stellte 
die obstruktive chronische Pankreatitis dar. In der Cambridge Klassifikation von 1983 wurden 
zusätzlich bildgebende Verfahren berücksichtigt, um die Krankheitsschwere in die 
Klassifikation mit einzuführen. 1997 wurde eine neue Klassifikation vorgeschlagen, die vor 
allem auf die alkoholinduzierte chronische Pankreatitis ausgerichtet war, aber auch für alle 
anderen Formen genutzt werden konnte und vor allem eine klinische Unterscheidung möglich 
machte. Dabei unterschied man die wahrscheinliche chronische Pankreatitis von der sicheren 
chronischen Pankreatitis, wenn neben der typischen Anamnese mindestens ein weiteres der 
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Im Jahre 2001 wurde die TIGAR-O Klassifikation eingeführt, da die Klassifikation von 1997 
nicht die unterschiedlichen Ursachen der chronischen Pankreatitis berücksichtigte.  
 
TIGAR-O Klassifikation der Ätiologien der chronischen Pankreatitis von 2001: 
 
 
Abb. 2: TIGAR-O Klassifikation [Etemad, Whitcomb, 2001]. 
 
Ätiologie: 
Die häufigste Ursache der chronischen Pankreatitis ist in den westlichen industrialisierten 
Ländern erhöhter Alkoholkonsum [Büchler & Malferthein r, 1996]. Als kritische Schwelle 
der Alkoholzufuhr wurde eine tägliche Alkoholmenge von 40g/Tag bei Frauen und von 
80g/Tag bei Männern mit einer Expositionszeit von 5 bis 15 Jahren festgestellt [Büchler & 
Malfertheiner, 1996]. Jedoch erkranken weniger als 10% der als chronisch alkoholkrank 
geltenden Patienten an einer chronischen Pankreatitis, so dass es weitere Kofaktoren geben 
muss. Als Kofaktoren gelten Nikotinkonsum, protein- u d fettreiche Nahrung und Mangel an 
Spurenelementen [Etemad, Whitcomb, 2001]. Alkohol ist für 75-90% aller chronischen 
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Pankreatitiden verantwortlich. Andere metabolisch-toxische Ursachen, die zur chronischen 
Pankreatitis führen können, sind Hyperkalziämie und das chronische Nierenversagen, aber 
auch Toxine wie Dibutyltin Dichloride (DBTC) oder chronischer Medikamentenkonsum von 
z. B.  Phenacetin. Unter dem Begriff der idiopathisc en chronischen Pankreatitis werden  
chronische Pankreatitiden zusammengefasst, bei denen keiner der assoziierten Faktoren 
gefunden werden konnte. Dazu  zählen die idiopathische chronische Pankreatitis mit Früh- 
bzw. Spätmanifestation und die tropische chronische Pankreatitis [Etemad, Whitcomb, 2001]. 
Die bekannten Genmutationen, die zu einer chronischen Pankreatitis führen können, sind das 
kationische Trypsinogen-Gen PRSS1; das pankreatische ekretorische Trypsin-Inhibitor Gen 
SPINK1 und das zystische Fibrose-Gen CFTR [Papachristou et al., 2005]. Die chronische 
autoimmune Pankreatitis kann isoliert, oder im Rahmen eines Sjörgen-Syndroms, einer 
primär biliären Zirrhose, einer primär sklerosierend  Cholangitis, oder einer chronisch 
entzündlichen Darmerkrankung auftreten [Pearson et al., 2003]. Als sehr seltene 
immunologische Ursachen kommen Virusinfektionen wie z. B. eine Hepatitis B oder 
Coxsackie-Infektion in Frage. Eine Sonderform stellt die chronisch-obstruktive Pankreatitis 
dar, die anatomische Varianten wie z. B. das Pankres divisum, beinhaltet. Außerdem kann 
die chronisch-obstruktive Pankreatitis bei Stenosen d r Papille, bei Doudenaldivertikeln, bei 
Narben am Pankreasgang und bei Tumoren vorkommen [Büchler & Malfertheiner, 1996]. 
 
Ursachen der chronischen Pankreatitis
Alkohol: 75-90%
Idiopahtisch: 10-25% Seltene Ursachen: 5%
 
         Abb. 3: Graphische Darstellung der Ursachen d r chron. Pankreatitis 
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Inzidenz und Prävalenz: 
Verschiedene Studien aus Kopenhagen (1981) und aus den USA (1988) belegen, dass die 
Inzidenz der chronischen Pankreatitis bei ca. 4 pro 100.000 Einwohnern pro Jahr und die 
Prävalenz bei ca. 13 pro 100.000 Einwohnern liegt [Etemad & Whitcomb, 2001]. Für die 
Region Lüneburg ergab sich eine Inzidenz von 7 pro 100.000 Einwohnern [Lankisch et al., 
2001]. Man beobachtet eine eindeutige Zunahme der chronischen Pankreatitis, einerseits 
durch eine Zunahme des Alkoholkonsums, andererseits durch verbesserte Diagnostik 
[Büchler & Malfertheiner, 1996]. Das Alter beim Auftreten der chronischen Pankreatitis liegt 
im Durchschnitt bei über 45 Jahre [Lankisch et al., 2001]. Die Mortalität der an chronischer 
Pankreatitis erkrankten Personen ist, gegenüber der Normalbevölkerung, um den Faktor 3,5 
erhöht [Banks et al., 2002]. 
 
Klinik:  
Klinisch lässt sich die Erstmanifestation der chronischen Pankreatitis nur schwer von einer 
akuten Pankreatitis unterscheiden. Im Vordergrund stehen wiederholte, über Stunden 
andauernde, abdominale, nicht kolikartige Schmerzattacken linksseitig bzw. in den gesamten 
Oberbauch oder in den Rücken ausstrahlend. Die Schmerzsymptomatik wird häufig von 
Übelkeit und Erbrechen begleitet, z. T. kann es während den Schmerzattacken  zum 
klinischen Bild eines Subileus kommen. Charakteristisch ist das Fortschreiten der 
Schmerzsymptomatik während der einzelnen Schmerzattacken. Häufig werden die 
Beschwerden durch fetthaltige Speisen ausgelöst. Das Spätstadium der chronischen 
Pankreatitis verläuft meistens schmerzfrei. Die Schmerzattacken sind typischer Weise mit 
einem Anstieg der Pankreasenzyme Lipase, Elastase und Amylase im Serum begleitet. Durch 
Verlust der exo- und endokrinen Funktionen des Pankreas kommt es zu einer progredienten 
Maldigestion mit Gewichtsabnahme, Fettstühlen, Meteorismus und Diarrhö; sowie zu einem 
Insulinmangeldiabetes [Strate et al., 2002]. 
 
Diagnose: 
Neben der Klinik, dem Nachweis der Pankreasinsuffizien  mittels quantitativer 
Stuhlfettbestimmung, Enzymbestimmung im Stuhl (z.B. Elastase-1), der direkten und 
indirekten Pankreasfunktionstestung und der oralen Glucosetoleranztestung spielen vor allem 
die bildgebenden Verfahren eine große Rolle in der Diagnostik der chronischen Pankreatitis.  
Mittels Sonographie des Pankreas lassen sich Hinweise auf Organverändungen wie 
Schwellungen oder Atrophie, sowie Pseudozysten, Gangdilatationen oder Kalzifikationen 
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nachweisen. Dabei gelten vor allem der Nachweis vonPseudozysten, unregelmäßigen 
Gangdilatationen, sowie Kalzifikationen pathognomonisch für eine chronische Pankreatitis.  
Als sensitivste bildgebende Methode zum Nachweis einer chronischen Pankreatitis gilt die 
endoskopische retrograde Cholangio–Pankreatikographie (ERCP), die  im Gangbereich 
ablaufende Veränderungen darstellen kann und somit auch eine Beurteilung des 
Schweregrades erlaubt. Dabei achtet man auf Verändeu g n mit unregelmäßigen 
Stenosierungen und Dilatationen im Gangbereich, die durch den fibrotischen Umbau des 
Pankreasparenchyms hervorgerufen werden. Durch die charakteristischen Veränderungen 
erlaubt die ERCP eine morphologische Klassifikation der chronischen Pankreatitis [Büchler 
& Malfertheiner, 1996]. 
 
Therapie: 
Die Therapie der chronischen Pankreatitis fokusiert vor allem auf die Behandlung des 
Schmerzes, sowie der Therapie der exokrinen und endokri en Insuffizienz. Zunächst gilt es 
kausale Ursachen der chronischen Pankreatitis zu beseitigen, z. B. durch Alkoholkarenz, bzw. 
durch die endoskopische Entfernung von Pankreasgangtei en. Die Therapie der exokrinen 
Pankreasinsuffizienz besteht aus diätetischen Maßnahmen wie fettreduzierte (max. 60g 
Fett/Tag), kohlenhydratreiche Ernährung in vielen kleinen Mahlzeiten; sowie der Substitution 
der Pankreasenzyme. Dabei spielt vor allem die adäquate Lipasesubstitution ein wichtige 
Rolle, da die Fettmaldigestion klinisch im Vordergrund steht. Zur Verdauung einer Mahlzeit 
werden 20000-40000IU Lipase benötigt. Die adäquate Pankreasenzymsubstitution kann in 
manchen Fällen zur deutlichen Minderung der Schmerzsymptomatik führen. In 
fortgeschrittenen Fällen sollten die fettlöslichen Vitamine A, D, E, K parenteral zugeführt 
werden. Die endokrine Pankreasinsuffizienz sollte zunächst mit Diät behandelt werden. Bei 
pankreatogenem Diabetes mellitus sind orale Antidiabet ka in der Regel nicht ausreichend, so 
dass die Einstellung des Patienten mit Insulin erforderlich ist. Dabei besteht eine erhöhte 
Gefahr der Hypoglykämie, da die Insulinempfindlichkeit bei chronischer Pankreatitis erhöht 
ist. Die Gefahr potenziert sich bei fortgesetztem Alkoholkonsum. Endoskopische 
Therapieoptionen beinhalten die Entfernung von Pankreasgangsteinen, die Dilatation von 
Pankreasgangstenosen und die Behandlung von Pankreaspseudozysten und Abszessen. 
Mittels interventioneller ERCP gelingt es durch Stent-Einlage Stenosen zu überbrücken. 
Durch chirurgische Maßnahmen können Stenosen des Ductus pancreaticus im Pankreaskopf- 
bzw. korpusbereich dilatiert werden, was in über 50% der Fälle zur Verminderung der 
Schmerzsymptomatik führt.  Die Pankreasteilresektion ist bei schweren Verläufen indiziert. 
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Eine zufrieden stellende Schmerztherapie bei Patienten mit chronischer Pankreatitis ist häufig 
eine große Herausforderung für die behandelnden Ärzte. Die Schmerzen variieren von mild 
und intermittierend und von permanent bis behindern. Nicht selten ist die Folge 
Arbeitsunfähigkeit, häufige Krankenhausaufenthalte und Abhängigkeit von opioidhaltigen 
Schmerzmedikamenten. Die American Gastroenterological Association (AGA) erstellte 1998 
eine Leitlinie zur Schmerztherapie bei chronischer Pankreatitis. Bei Schmerzen gilt es als 
ersten Schritt behandelbare Komplikationen (z. B. Pankreaspseudozysten) bzw. andere 
Schmerzursachen (z. B. Magenulkus), mit geeigneten diagnostischen Mitteln, auszuschließen. 
Im nächsten Schritt stehen die bereits beschriebenen diätetischen Maßnahmen in Kombination 
mit nicht-opioidhaltigen Schmerzmitteln im Vordergrund. Zur Beurteilung des 
Therapieerfolges können das Führen eines Schmerzkalnders und die Erhebung der 
Lebensqualität hilfreich sein. Falls diese Maßnahmen nicht ausreichen, folgt ein 8-wöchiger 
Therapieversuch mit hoch dosierten Pankreasenzymen kombiniert mit Suppression der 
Magensäure. Bei fortbestehenden Schmerzen die nachhaltig die Lebensqualität 
beeinträchtigen, sollte man invasive Maßnahmen gegenüber einer intensiveren 
Schmerztherapie mit opioidhaltigen Medikamenten, ggf. unterstützt durch Antidepressiva 
abwägen. Invasive Maßnahmen wie z. B. die endoskopiche Stent-Anlage oder die 
doudenumerhaltende Pankreaskopfresektion erfolgen aber mangels ausreichender 
Forschungsdaten nach individueller Entscheidung. Als letzte Maßnahmen stehen noch die 
Nervenablation bzw. die Resektion des Pankreas zur Verfügung [AGA: Medical Position 
Statement und Technical Review, 1998]. 
 
Morphologie: 
Als typische morphologische Veränderungen findet man fokal, segmental oder diffus 
vorkommende fibrotische Areale mit permanentem  Untergang des Parenchyms. Hinzu 
kommen die Infiltration von Entzündungszellen, Ödem, Nekrosen und Zysten [Sarner, 1993]. 
Häufig ist auch eine Degeneration von Azinuszellen mit Dedifferenzierung  der Azinuszellen 
in duktale tubuläre Komplexe, sowie eine duktale Zellproliferation nachweisbar [Sarles et al., 
1989]. Eine Sonderform stellt die obstruktive chronische Pankreatitis dar, bei der es zu einer 
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1.1 Theorien zur Pathogenese der chronischen Pankreatitis:  
Im Laufe der Zeit entstanden vier traditionelle Theori n zur Pathogenese der chronischen 
Pankreatitis, die sich zum Teil widersprechen, aber  j de für sich wahrscheinlich einen 
pathogenetischen Schritt in der Entstehung der chronischen Pankreatitis beschreibt [Stevens et 
al., 2004]. In der Hypothese des oxidativen Stresses beschreibt Braganza 1983 die Theorie, 
dass die Überaktivität der hepatischen Mischfunktion-Oxidase, die als Nebenprodukt reaktive 
Moleküle besitzt, zu oxidativen Schäden führen kann. Durch die Blutzirkulation, oder durch 
biliären Reflux wird das Pankreas dann diesem oxidativen Stress ausgesetzt. Zunahme von 
Substrat wie z. B. Fett, oder Induktion durch z. B. Alkohol erhöht die Aktivität der  
hepatischen Mischfunktion-Oxidase, was wiederum zu einem erhöhten oxidativen Stress 
beiträgt [Braganza et al., 1983]. In der Theorie der toxisch-metabolischen Entstehung der 
chronischen Pankreatitis führt Alkohol, durch Veränderungen des zellulären Metabolismus, 
zu einer direkten Schädigung durch Verfettung und Nekrose  der Azinuszellen [Bordalo et al., 
1977]. In der Theorie der Stein und Gangobstruktion verändert Alkohol die exokrine Funktion 
des Pankreas, was zu einer Zunahme der Lithogenität des Pankreassaftes führt, mit der 
Entstehung von Proteinpfröpfen und Steinen. Hierdurch kommt es zu Ulzerationen und zur 
Vernarbung des Pankreasganges, was zur Gangobstruktion und der Entstehung weiterer 
Steine im Pankreasgang führt. Als Folge nimmt man an, d ss es zur Atrophie und Fibrose des 
Pankreas kommt [Sarles et al., 1990]. In der Nekrose-Fibrose Theorie hingegen entwickelt 
sich die Fibrose des Pankreas durch rekurrierende Episoden akuter Pankreatitiden, mit 
periduktaler Entzündung und Nekrose, die sekundär zu einer Stase des Pankreassaftes mit 
Steinbildung führen [Klöppel et al., 1991]. In letzter Zeit entstanden neuere Konzepte zur 
Pathogenese der chronischen Pankreatitis, die z. T. auf die klassischen Hypothesen eingehen 
und gleichzeitig die neuesten Erkenntnisse integrieren [Stevens et al., 2004]. In der Primary 
Duct Hypothese beschreibt Cavallini et al., basierend auf Untersuchungen bei Patienten mit 
nicht-alkoholinduzierter chronischer Pankreatitis, dass der ursächliche Faktor zur Entstehung 
der chronischen Pankreatitis, die Zerstörung des Gangepithels durch einen immunologischen 
Angriff ist. Ziel des Angriffs ist genetisch festgelegtes oder erworbenes Antigen im Epithel 
des Pankreasganges [Cavallini et al; 1993]. Whitcomb et al. entwickelte 2002 basierend auf 
den Hypothesen des oxidativen Stress, der toxisch-metabolischen Entstehung und der 
Nekrose-Fibrose Hypothese die Sentinel Acute Pancretitis Event (SAPE) Hypothese. Dabei 
sind die Azinuszellen von Risikopatienten unter ständiger Stimulation durch Alkohol, 
oxidativem Stress und anderen schädigenden Substanzen. Durch unregulierte Aktivierung von 
Trypsin kommt es zur ersten Episode einer akuten Pankre titis, dem so genannten „Sentinel 
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Event“. Es entsteht eine massive Entzündung. Proinflammatorische Zellen wie neutrophile 
Granulozyten und Lymphozyten, aber auch Azinuszellen führen zur Freisetzung von 
Zytokinen (z. B. TGF-α; TGF-ß; IL-6), die profibrotische Zellen, wie z. B. pankreatische 
Sternzellen, anlocken und aktivieren. Dies ist der erste Schritt zur Entstehung der 
Pankreasfibrose. Wenn die Azinuszellen weiterhin Alkohol und oxidativem Stress ausgesetzt 
sind, oder es zu weiteren Episoden von akuten Pankre titiden kommt, kommt es zur 
fortgesetzten Freisetzung von Zytokinen und folglich zur weiteren Aktivierung der 
pankreatischen Sternzellen. Die pankreatischen Sternzellen produzieren Kollagen, was zu 
einer periazinären Fibrose führt, und in weiterer Konsequenz zur chronischen Pankreatitis 
[Whitcomb et al., 2002].  
 
1.2 Wachstumsfaktoren im Verlauf der chronischen Pankreatitis: 
Wachstumsfaktoren und Zytokine scheinen, wie zuvor im Zusammenhang der SAPE-
Hypothese schon beschrieben, einen Einfluss auf den Verlauf der chronischen Pankreatitis zu 
haben. Wachstumsfaktoren sind kleine polypeptidische Moleküle, die auf auto-, para- oder 
endokrine Art sezerniert werden, an der Zelloberfläche der Zielzelle binden und dadurch 
mittels Signaltransduktion, Zelldifferenzierung oder Zellproliferation bewirken. Dies 
geschieht durch Aktivierung und Expression spezifischer Gene [Kiehne et al., 2001]. Eine 
Vielzahl von Wachstumsfaktoren wurde während der chronischen Pankreatitis untersucht.  Zu 
den am häufigsten untersuchten Wachstumsfaktoren zählen der Transforming-Growth-Factor-
α und –ß (TGF-α; TGF-ß), der Epidermal-Growth-Factor (EGF) und dieverschiedenen 
Wachstumsfaktoren der Fibroblast-Growth-Factor (FGF) Familie.  Der TGF-ß ist ein 25 kDa 
großes Protein, das in einer inaktiven Form sezerniert wird. Durch Dimerisation geht TGF-ß 
in die aktive Form über [Brunner et al., 1989]. In der aktiven Form fördert TGF-ß die 
Synthese von extrazellulärer Matrix wie z. B. Kollagen, Fibronektin und Proteoglykane. 
Zusätzlich wird durch die Hemmung des Abbaus der extrazellulären Matrix die Fibrogenese 
gefördert. Dies geschieht vor allem durch die Hemmung von Proteasen [Brunner et al., 1989]. 
TGF-ß ist im gesunden Pankreasgewebe in Azinus- und Stromazellen nachweisbar; im 
Zustand der Entzündung ist die Expression von TGF-ß stark erhöht und ist in Zellen des 
Pankreasganges und in Inselzellen nachweisbar [Gress et al., 1994; Slater et al., 1995]. Van 
Laethem et al. konnten 1996 nachweisen, dass die Applikation von TGF-ß nach mehreren 
Episoden einer akuten Pankreatitis, die Entstehung ei er Pankreasfibrose induziert [Van 
Laethem et al., 1996]. Durch TGF-ß werden nicht nurFibroblasten stimuliert, sondern es 
werden auch in vivo die Proliferation von Azinuszellen bei Mäusen [Lee et al., 1995] und in 
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vitro die Proliferation von Zellen des Pankreasganges ehemmt [Smith et al., 1991]. Beim 
Menschen konnte mRNA von TGF-ß im gesunden Pankreas nur schwach nachgewiesen 
werden, wohingegen die Expression bei chronischer Pankreatitis stark gesteigert war [Van 
Laethem et al., 1996]. Der Epidermal-Growth-Factor (EGF) ist ein 6 kDa großes Protein, das 
strukturelle Ähnlichkeit mit dem TGF-α besitzt. EGF  fördert die Mitogenität von 
verschiedenen epidermalen und epithelialen Zellen, wie z. B. Fibroblasten, Gliazellen und 
Epithelzellen der Brust oder der Kornea [Carpenter e  al., 1979]. Es ist nachgewiesen, dass 
TGF-α und EGF an den gleichen Rezeptor, den EGF-Rezeptor (EGFR) binden. Korc et al. 
konnte 1994 mittels Immunhistochemie zeigen, dass TGF-α und EGF bei der chronischen 
Pankreatitis in hohen Konzentrationen nachweisbar sind. Außerdem konnte mit Northern-Blot 
Analysen gezeigt werden, dass TGF-α und EGFR bei der chronischen Pankreatitis ebenfalls 
erhöht sind [Korc et al., 1994]. TGF-α ist im gesunden Pankreasgewebe nachweisbar und ist 
im duktalen Pankreaskarzinom und bei chronischer Pankre titis verstärkt exprimiert [Friess et 
al., 1994]. Die beiden am ausführlichsten untersuchten Wachstumsfaktoren der großen FGF-
Familie sind der azidische FGF (aFGF) und der basische FGF (bFGF), die eine sehr ähnliche 
polypeptidische Struktur besitzen. Sie üben eine mitogene Potenz auf Zellen mesodermalen 
Ursprungs aus, wie z. B. Fibroblasten, kapilläre Endothelzellen, Myoblasten, Mesothelzellen, 
Glia- und Astrogliazellen [Gospodarowicz et al., 1987]. Beide Wachstumsfaktoren agieren 
über gleiche Rezeptoren, aber unterscheiden sich in der spezifischen Wirkung. Mittels InSitu-
Hybridisierung und Immunhistochemie konnten aFGF und bFGF sowohl auf mRNA-Ebene, 
als auch auf Proteinebene, in Azinus- und Gangzellen d s Pankreas nachgewiesen werde. 
Beide Wachstumsfaktoren sind auf mRNA-Ebene und auf Proteinebene im Pankreasgewebe 
bei Menschen mit chronischer Pankreatitis verstärkt nachweisbar [Friess et al., 1994]. Dies 
erlaubt den Schluss, dass aFGF und bFGF entweder bei der Entstehung der chronischen 
Pankreatitis beteiligt sind, oder dass die Hochregulation die Folge von Veränderungen im 
erkrankten Pankreasgewebe ist.  
 
1.2.1 Hepatocyte Growth Factor und sein Rezeptor c-met: 
Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) wurde 1986 erstmals aus Thrombozyten isoliert und 
zeigte eine mitogene Aktivität auf isolierte primäre Hepatozyten-Zellkulturen [Nakamura et 
al., 1986]. HGF  und der HGF-Rezeptor (c-met) werden ab der 7. Gestationswoche in allen 
Geweben des menschlichen Fetus gefunden und es scheint einer der am frühsten 
nachweisbaren Wachstumsfaktoren des menschlichen Pankreas zu sein [Kermorgant et al., 
1997]. Bei Ratten werden HGF und der HGF-Rezeptor vor allem in der späten Fetalzeit und 
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bis zum 14. Tag nach Geburt exprimiert. Dagegen ist HGF und c-met bei adulten Ratten nur 
in sehr geringen Menge nachweisbar [Calvo et al., 1996]. HGF wird von Zellen 
mesenchymalen Ursprungs produziert, wohingegen der HGF-Rezeptor ausschließlich auf 
epithelialen Zellen im Gastrointestinaltrakt gefunde  wird [Matsubara et al., 1998]. HGF 
entsteht aus einem 87 kDa großem Vorläufermolekül und besteht aus einer 69 kDa und einer 
34 kDa großen Untereinheit, die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind [Boros et 
al., 1995]. Das Vorläufermolekül wird extrazellulär durch Urokinase-Plasminogen-Aktivator 
in das aktive Dimer gespalten [Naldini et al., 1991]. Der HGF-Rezeptor ist das Produkt des c-
met-Protoonkogens und besteht aus einer 50 kDa und einer 140 kDa großen Kette. Die 
Stimulierung des Rezeptors führt zu einer Aktivierung der Tyrosin-Kinase, mittels 
Signaltransduktion folgt die Aktivierung der Protein-Kinase-Kaskade [Hartmann et al., 1994].  
C-met wird von Epithelzellen innerhalb und außerhalb des Gastrointestinaltraktes exprimiert. 
Dazu gehören Leber, Schilddrüse, Gehirn und Niere [Di Renzo et al., 1995]. Auch bei 
verschiedenen Karzinomen, wie dem Mammakarzinom [Yamashita et al., 1994], dem 
Magenkarzinom [Taniguchi et al., 1997], und beim Kolonkarzinom [Di  Renzo et al., 1995] 
waren sowohl HGF als auch c-met verstärkt nachweisbar [Furukawa et al., 1995; Taniguchi et 
al., 1995 und 1997]. 
 
1.2.2 Keratinocyte Growth Factor und  Keratinocyte Growth Factor Receptor: 
Der Keratinocyte-Growth-Factor (KGF) ist ein einzelkettiges 28 kDa großes Polypeptid, das 
1989 erstmals von Finch und Rubin aus Lungenfibroblasten von menschlichen Embryonen 
isoliert wurde und die Fähigkeit besaß, das Wachstum von Keratinozyten zu stimulieren 
[Finch et al., 1989]. KGF besitzt 30-70% der Aminosäurensequenz von Wachstumsfaktoren 
der bereits oben genannten FGF-Familie und wird auch ls FGF-7 bezeichnet [Smallwood et 
al., 1996]. KGF verbreitet seine Wirkung durch Bindu g an einen spezifischen 
Oberflächenrezeptor, den Keratinocyte-Growth-Factor-Receptor (KGFR). Die 
Signaltransduktion erfolgt durch intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivität, nachdem KGF, aber 
auch aFGF an den Rezeptor gebunden haben; bFGF besitzt keine Möglichkeit an den KGF-
Rezeptor zu binden [Coulier et al., 1997]. Hattori et al. identifizierten  bei Untersuchungen an 
einer Magenkarzinomzelllinie KGFR erstmals als das K-sam/bek-Genprodukt, einer 
Splicevariante des FGFR-2 Gens [Hattori et al., 1996]. Dies erklärt die große Ähnlichkeit von 
KGFR mit FGFR-2, die eine identische intrazelluläre und eine sehr ähnliche extrazelluläre 
Domaine besitzen [Miki et al., 1992]. Ähnlich wie bereits oben beim HGF und c-met 
beschrieben, wird KGF hauptsächlich von mesenchymalen Zellen exprimiert, wohingegen der 
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KGFR vor allem auf epithelialen Zellen gefunden wird. Daher wird angenommen, dass KGF 
auf parakrinem Weg an der Proliferation, Migration u d Differenzierung von epithelialen 
Zellen beteiligt ist [Finch et al., 1989; Friedl et al., 1997]. KGF ist ein potentes Mitogen für 
eine Vielzahl von embryonalen wie auch adulten epith lialen Zellen und scheint beim 
physiologischen Wachstum z. B. bei den Typ-II-Pneumozyten der Lunge [Ulich et al., 1994], 
in der Haut und der Prostata [Rubin et al., 1989], im Gastrointestinaltrakt wie z. B. 
Ösophagus, Magen, Dünn- und Dickdarm, Leber [Housley et al., 1994] oder im Gangepithel 
der Brust [Imagawa et al., 1994] von Bedeutung zu sein. Auch bei Verletzungen der 
Magenschleimhaut bzw. bei Darmentzündungen fördert KGF die Wundheilung [Kinoshita et 
al., 1995; Zeech et al., 1996]. Eine deutliche Überexp ession von KGF wird bei der chronisch 
entzündlichen Darmerkrankung gefunden [Brauchle et al., 1996]. In der experimentellen 
Leberfibrose der Ratte und auch bei der Leberfibrose des Menschen konnten wir eine 
Überexpression von KGF und seinem Rezeptor auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen 
werden [Otte at al., 2007]. 
 
In Bezug auf das Pankreas sind sowohl HGF, als auchKGF an der Organogenese beteiligt. Yi 
et al. konnten 1994 zeigen, dass kurze Zeit nach Verabr ichung von KGF es zu einer 
gesteigerten Proliferation von duktalem Gangepithel im Pankreas von Ratten kommt [Yi et 
al., 1994].  Auch im erkrankten Pankreas scheinen HGF als auch KGF von Bedeutung zu 
sein. Ueda et al. fanden bei Patienten mit akuter Pankreatitis erhöhte HGF-Werte, die mit der 
Schwere der Krankheit, mit der Komplikationsrate und der Mortalität korrelierten [Ueda et 
al., 1996]. Bei der Cerulein-induzierten akuten Pankreatitis der Ratte werden zwischen dem 3. 
und 5. Tag nach Induktion erhöhte HGF-Werte gefunden. Zusätzlich ist der Rezeptor c-met 
ebenfalls hochreguliert [Menke et al., 1999]. Auch KGF wurde bei Ratten mit L-Arginin 
induzierter akuter Pankreatitis nachgewiesen [Ishiwata et al., 2002]. Furukawa et al. konnten 
1995 mittels Immunhistochemie HGF in 37% der Adenokarzinome und in 40% der 
dysplastischen Läsionen und c-met in 78% der Adenokarzinome und in 80% der 
dysplastischen Läsionen im  Pankreas beim Menschen nachweisen [Furukawa et al., 1995]. 
Kiehne et al. konnten auf Protein-Ebene ebenfalls eine deutlich erhöhte Expression von c-met 
in Pankreaskarzinomen des Menschen und in Pankreaskarzinomzelllinien nachweisen und 
zeigten, dass HGF als wichtiger Wachstumsfaktor beim Pankreaskarzinom agiert [Kiehne et 
al., 1997]. Paciucci wies HGF in Stromazellen von Pankreaskarzinomproben nach, 
wohingegen c-met auf den Krebszellen selbst nachweisbar war. Er konnte nachweisen, dass 
HGF die Mitogenese, die Zelladhäsion und die Tumorinvasion beim Pankreaskarzinom 
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steigert [Paciucci et al., 1998]. Überexpression von KGF kann ebenfalls im duktalen 
Adenokarzinom des Menschen nachgewiesen werden [Siddiqi et al., 1995]. Mittels 
Immunhistochemie konnte Ishiwata et al. nachweisen, dass sowohl Pankreaskarzinomzellen, 
als auch Gang- und Azinuszellen, die das Karzinom ugeben, eine KGF- und KGFR-
Überexpression zeigen. Dies wurde als Hinweis auf einen autokrinen oder parakrinen 
Stimulationsweg gesehen [Ishiwata et al., 1998]. Die HGF-Expression wird ebenfalls über 
Zytokine wie IL-1, TNF-α und TGF-ß1 reguliert [Tamura et al., 1993; Gohda et al., 1992].  
Otte et al. beschrieben, dass die c-met-Expression sowohl in Rattenazinuszellen, als auch in 
menschlichen Azinuszelllinien, sowie in einer Pankreaskarzinomzelllinie nach Stimulation 
mit den Zytokinen IL-1, IL-6, TNF-α und TGF-ß1 erhöht ist [Otte et al., 2000]. Chedid et al. 
konnten 1994 beweisen, dass durch IL-1 ebenfalls die KGF-Expression in Fibroblasten 
gesteigert wird [Chedid et al., 1994]. 
Wie bei vielen Erkrankungen mit einer chronischen Entzündung wie z. B. der chronischen 
Gastritis, dem Barrett`s Ösophagus und der Colitis ulcerosa, haben auch Patienten mit einer 
chronischen Pankreatitis ein erhöhtes Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken. 
Lowenfels et al.  zeigten, dass ca. 4% der Patienten mit einer chronischen Pankreatitis 
innerhalb von 20 Jahren an einem Pankreaskarzinom erkranken. Das entspricht einem 16-fach 
erhöhtem Risiko gegenüber der Normalbevölkerung [Lowenfels et al., 1993]. Bei der 
tropischen chronischen Pankreatitis erkranken 8,3% der Patienten im Laufe der Zeit an einer 
chronischen Pankreatitis, was einem 100-fach erhöhtem Risiko entspricht [Augustine et al., 
1992]. Das höchste Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, haben die Patienten, die 
an einer hereditären Form der chronischen Pankreatitis le den. 40% der betroffen Personen 
erkranken bis zum 70. Lebensjahr an einem Pankreaskarzinom [Lowenfels et al., 1997].  
 
1.3 Modelle der experimentellen chronischen Pankreatitis: 
Menschliches Gewebe mit chronischer Pankreatitis steht nur in stark begrenztem Ausmaß zur 
Verfügung und ist in der Regel von Patienten im Endsta ium ihrer Erkrankung. Deshalb 
wurden viele Erkenntnisse über die pathogenetischen M chanismen bei der Entstehung der 
chronischen Pankreatitis durch die Nutzung von Tiermodellen gewonnen. Die chronische 
Entzündung wurde dabei häufig durch die Ligatur desGallenpankreasgangs oder durch 
wiederholte Verabreichungen von Ethanol, z. B. über eine Magensonde, induziert [Bockman 
et al., 1992]. Im Jahre 1999 wurden diese Modelle der experimentellen chronischen 
Pankreatitis durch Al-Mufti et al. untersucht. Dabei stellte sich eine eingeschränkte 
Reproduzierbarkeit heraus und sowohl die Verlässlichkeit als auch die Relevanz in Bezug auf 
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die chronische Pankreatitis beim Menschen waren limitiert [Al-Mufti et al., 1999]. Im Jahre 
1997 wurde das  Dibutyltin-Dichloride (DBTC)-Modell der chronischen Pankreatitis bei der 
Ratte etabliert. Durch nur eine einzige intravenöse Inj ktion des DBTC mit nachfolgendem 
chronischem Entzündungsprozess fallen Operationen mit Anästhesie zur Ligatur des  
Gallepankreasgangs, Manipulationen am Pankreas oder wiederholte Gaben von z. B. Ethanol 
weg. Der Anstieg der Pankreasenzyme im Serum und die strukturellen Veränderungen 
während der chronischen Pankreatitis, sind dem Verlauf beim Menschen ähnlich [Sparmann 
et al., 1997; Merkord et al., 1997]. Wir entschlossen uns deshalb, das Modell der DBTC 
induzierten chronischen Pankreatitis bei der Ratte für unsere Untersuchungen zu verwenden. 
 
1.4 Ziel der Arbeit: 
Die vorliegende Arbeit untersucht die Expression vo HGF, KGF und ihren Rezeptoren im 
Verlauf der experimentellen chronischen Pankreatitis. Es ist bekannt, dass HGF und KGF 
sowohl bei Entzündungsprozessen, als auch bei der Entstehung von Karzinomen im 
Gastrointestinaltrakt beteiligt sind. Insbesondere b i der akuten Pankreatitis und der 
Entstehung des Pankreaskarzinoms sind HGF, KGF und ihre Rezeptoren nachweisbar. 
Deshalb entschlossen wir uns diese Wachstumsfaktoren im Verlauf der chronischen 
Pankreatitis zu untersuchen. 
 
Wir untersuchten die mRNA- und die Proteinexpression von HGF, KGF und ihren 
Rezeptoren zu verschiedenen Zeitpunkten der Pankreatitis mit der Fragestellung: 
• Werden HGF; KGF und ihre Rezeptoren während der chronischen Pankreatitis 
exprimiert? 
• Gibt es während der chronischen Pankreatitis Unterschiede in der Expression von 
HGF, KGF und ihren Rezeptoren im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe? 
• Gibt es Unterschiede in der Expression von HGF, KGF und ihren Rezeptoren im 
Verlauf der chronischen Pankreatitis? 
• Gibt es während der chronischen Pankreatitis Unterschiede in der Lokalisation von 
HGF; KGF und ihren Rezeptoren im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe? 
• Gibt es Unterschiede in der Lokalisation von HGF, KGF und ihren Rezeptoren im 
Verlauf der chronischen Pankreatitis? 
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2. Material und Methoden 
 
 
2.1 Induktion der experimentellen chronischen Pankreatitis: 
Die Versuche wurden mit ausgewachsenen männlichen LEW-1W Ratten (150–170g 
Körpergewicht) durchgeführt, die in einer temperaturkontrollierten Umgebung mit 12-
stündigem Hell-Dunkelzyklus gehalten wurden. Die Tire hatten freien Zugang zu Wasser 
und erhielten eine standardisierte Ernährung (Sniff, Frankfurt, Dtld.). 
Durch eine einmalige intravenöse Injektion von 6mg DBTC / kg KG in die Schwanzvene 
wurde eine chronische Pankreatitis induziert. DBTC wurde zuerst in einem Verhältnis von 
1:1 in 96% Ethanol gelöst und anschließend in einem Verhältnis von 1:3 mit Glycerol 
gemischt. Kontrolltiere (n=10) erhielten eine intravenöse Applikation von Lösungsmittel. Die 
verschiedenen Tiergruppen (n=6) wurden 1, 3, 7, 14, 28 und 60 Tage nach der DBTC-
Applikation mit Pentobarbital anästhesiert und euthanasiert getötet. Die entnommenen 
Pankreata wurden von Fett und anhängendem Gewebe gesäubert und für die RNA-Isolierung 
sofort in flüssigem Stickstoff bei –196°C schockgefroren und bei –80°C bis zur weiteren 
Verarbeitung gelagert. Für histologische Untersuchungen wurde ein Teil des Gewebes in 
Einbettmedium (Tissue Tek®, Miles Scientific) bei -196°C schockgefroren und ebenfalls bei 
-80°C gelagert. Dieses Protokoll wurde in Zusammenarbeit mit der Universität Rostock 
erstellt und vom Institut für Tiernutzung und –betreuung der Universität Rostock überprüft. 
 
2.2 Analysen zur mRNA Expression im Rattenpankreas:  
Alle nachfolgenden Arbeiten mit RNA wurden mit RNase-freien Materialien und Lösungen 
durchgeführt, die mittels einer 12 stündigen DEPC-Behandlung (0,1%) von RNasen befreit 
und anschließend autoklaviert wurden. 
 
2.2.1 mRNA Isolierung:  
Die mRNA-Isolierung aus den Pankreasproben wurde mit dem RNeasy Mini Kit nach 
Angaben des Herstellers durchgeführt.  
Je Probe wurden ca. 30mg Gewebe mit 500µl RNase-freiem Lysispuffer (Qiagen) unter 
Zusatz von 3% ß-Mercaptoethanol 1min. mit einem Ultraturraxrotor (Jahnke und Kunkel) 
homogenisiert. Um ungelöste zelluläre Bestandteile von gelösten Substanzen der Proben zu 
trennen, wurden die Lysate über QIA-Shredder (Qiagen) gegeben. Nach anschließender 
Alkoholfällung mit 96% Ethanol wurden die gefällten Nukleinsäuren an einer Silica-Gel 
Matrix (Qiagen) gebunden und durch mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte von 
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Proteinen und Salzen gereinigt. Genomische DNA-Reste wurden durch einen zusätzlichen 
Schritt mittels enzymatischen Abbau durch RNase-frei r Desoxyribonuklease I (Qiagen) 
entfernt. Danach wurde die mRNA mit RNase-freiem Wasser von der Silica-Gel Matrix 
eluiert, für 5 min. bei 68°C denaturiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei –80°C gelagert. 
 
2.2.2 Photometrische Quantifizierung von mRNA: 
Die photometrische Quantifizierung der isolierten RNA erfolgte mit einem BioPhotometer 
(Eppendorf) beim Extinktionsmaximum für Nukleinsäuren (260nm). Bezogen auf eine 
Küvettenschichtdicke von 1 cm entspricht eine Absorpti n von 1 OD bei 260nm ca. 40µg/µl 
RNA (Sambrook et al., 1989). Verunreinigungen können durch die Verhältnisbildung (Ratio) 
verschiedener Absorptionswerte erkannt werden. Da Proteine bei 280 nm absorbieren, kann 
man die Reinheit einer Nukleinsäurelösung anhand der Ratio E260/E280 abschätzen. Der 
Quotient sollte unter neutralen bis leicht alkalischen pH-Bedingungen bei reiner RNA ca. 1,8 
bis 2.0 betragen (Wilfinger W.W. et al., 1997).  
Bei einer 1:20 Verdünnung der mRNA-Lösung mit DEPC-H2O erfolgte die Berechnung der 
mRNA-Konzentration mittels folgender Formel: 
Konzentration mRNA (µl/ml)= Extinktion260nm 40 x 20 
 
2.2.3 Reverse Transkription (RT) der mRNA in cDNA: 
Zur Herstellung der cDNA wurden 2µg RNA mit Hilfe des „You-Prime 1st Strand Beads“ 
Kits von Amersham Pharmacia Biotech umgeschrieben. In dem Kit ist eine reverse 
Transkriptase (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Trankriptase), dNTP`s, RNase-
Inhibitoren, sowie Pufferlösung enthalten. Nach derD naturierung der RNA bei 65°C für 
10min. wurde den Reaktionsansätzen 1µg Oligo-dT Primer (Promega) zugesetzt und im 
Wasserbad bei 37°C für 60min. inkubiert. Die Transkription erfolgte in einem 
Reaktionsvolumen von 33µl und wurde nach Ende der 1h-Inkubation mit aqua dest. auf ein 
Endvolumen von 100µl gebracht, so dass die cDNA Konzentration 20ng/µl je Probe 
entsprach. Die Lagerung der cDNA erfolgte anschließend bei -20°C. 
 
2.2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion mit cDNA (RT-PCR):  
Die RT-PCR dient der exponentiellen Vervielfältigun eines definierten Genabschnittes von 
in cDNA umgeschriebener mRNA, durch eine DNA-Polymeras , mit einem 
Temperaturoptimum bei 72°C (Taq Polymerase = Thermophilus aquaticus, Invitrogen) und 
mit Hilfe komplementärer Primer. 
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Doppelsträngige cDNA wird durch Erhitzen in Einzelstränge getrennt (Denaturierung). Die  
DNA-Polymerase nutzt diese als Matrize zur Synthese neuer, komplementärer Stränge 
(Amplifikation). Als Startsequenz benötigt die Polymerase kurze doppelsträngige DNA 
Stücke, die durch Zugabe von Oligonukleotiden (Prime ) Einzelstrang DNA erzeugt. Durch 
Auswahl der Primersequenz kann der zu vervielfältigende Abschnitt genau bestimmt werden. 
Durch Zugabe von zwei verschiedenen Primern, für je einen der komplementären Stränge 
eines bestimmten Genabschnittes, können beide Stränge als Matrize dienen. Durch n-fache 
Wiederholung der Arbeitsschritte Denaturieren und Amplifizieren entsteht ein theoretisches 
Maximum von 2n doppelsträngigen DNA Molekülen, die jeweils Kopien der cDNA Sequenz 
zwischen den Primern (Target) darstellen. Die Basensequenzen der in dieser Arbeit 
untersuchten Gene waren bekannt und konnten aus Datenbanken abgerufen werden (s. 
Tabelle 1). Mit Hilfe der Primer 3 Software, entwickelt von S. Rozen und H.J. Skaletzky ( im 
Internet zu finden über http://www.genome.wi.mit.edu/genome_ software/other/primer3.html) 
wurden spezifische Intron-überspannende Primersequenzen ausgewählt und die 
Oligonukleotid-Synthese bei Biometra (Göttingen) in Auftrag gegeben. Die Sequenz, der 
Bindungsort im Gen und die Länge der PCR-Produkte sind in Tabelle 2 angegeben. 
Zur Qualitätsanalyse der cDNA wurde eine RT-PCR für das  kontinuierlich exprimierte 
Referenzgen ß-Aktin (wird als „housekeeping gene“ bezeichnet) in 30µl Ansätzen 
durchgeführt. Die Amplifikation ist abhängig von der Anlagerungstemperatur der Primer an 
die cDNA (Annealingtemperatur) und der Konzentration der zu amplifizierenden Zielsequenz 
(Target). Die optimale Annealingtemperatur der verschiedenen Primer wurde mit der Regel 
nach Wallace [Suggs et al., 1981] ermittelt: 
 
Tm°C = 4(G+C) + 2(A+T) 
 
Annealingtemperatur = Tm°C – 5 
 
G = Guanin,   C = Cytosin,   A = Adenin,   T = Thymin 
 
Bei der Primerauswahl wurde auf eine möglichst ähnlic e Schmelztemperatur für die beiden 
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Ein 30µl PCR-Reaktionsansatz enthielt: 
Zusammensetzung: 
 
Volumen: Endkonzentration im 30µl Ansatz: 
PCR-Puffer (10x) 
200 mMTris-HCl; 500 mM KCl 
 
     3,0 µl 
20 mM Tris-HCl 
50 mM KCl 
50 mM MgCl2  0,9 µl 1,5 mM MgCl2 
dNTP-Mix: 
dATP; dCTP; dGTP; dTTP  
je 10 mM 
 
 2,4 µl 
 
0,72 mM je Nukleotid 
Taq-Polymerase  0,3 µl 1,5 U 
10 µM  3`-Primer  0,75 µl 0,5 µM 
10 µM  5`-Primer  0,75 µl 0,5 µM 
HPLC-H2O 19,9 µl  
20 ng/µl cDNA      2,0 µl 1,3 ng/µl 
Tbl. 1: RT-PCR Reaktionsansatz  
 
Die Amplifikation erfolgte in einem automatisierten Thermocycler (Gene Amp 2400, Perkin 
Elmer), der anhand eines frei wählbaren Programms da Reaktionsgemisch auf die 
erforderlichen Temperaturen brachte.  
Zuerst wird die als Doppelstrang vorliegende cDNA bei 94°C denaturiert, um Einzelstränge 
zu erzeugen. Bei der für die Primerpaare optimierten Annealingtemperatur erfolgt im 
nächsten Schritt das Anlagern der Primer an die komple entären cDNA-Sequenzen. 
Anschließend wird bei 72°C eine dsDNA mit Hilfe der Taq-Polymerase synthetisiert. Der 
nächste Zyklus beginnt wieder mit der erneuten Denaturierung der dsDNA. Zum Ausschluss 
von Kontaminationen lief bei jedem PCR-Ansatz eine Negativkontrolle mit, die an Stelle von 
cDNA nur HPLC-H2O enthielt. 
    Temperatur   Dauer 
initiale Denaturierung 94°C    5 min 
Denaturierung   94°C    45sec 
Bindung der Primer  Annealingtemperatur  45 °C     20 X 
Amplifikation   72°C    1 min  
finale Amplifikation  72°C             10 min 
Lagerung     4°C 
Abb. 4:  Amplifikationsprotokoll für die RT-PCR 
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2.2.5 ß-Aktin-PCR:  
Um die Qualität der cDNA zu überprüfen wurde nach der reversen Transkription zunächst 
eine PCR für ß-Aktin durchgeführt. ß-Aktin ist ein so genanntes „house keeping gene“ und 
wird in allen Säugetierzellen exprimiert. Nur Proben, bei denen ß-Aktin nachweisbar war, 
wurden für den weiteren Versuchsablauf bearbeitet.  
 

















Abb. 5: ß-Aktin-PCR Protokoll 
 
2.2.6 Primersequenzen: 
Folgende Rattengen-spezifische Primer wurden für die RT- PCR Ansätze benutzt: 
Gen 
Genbank Acc. Nr. 
Sequenz 
a) sense 














KGF   




a)  5`-TTGTCACCAACTGGGACGATATGG-3̀ 
b)  5`-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG -3` 
a)  5`-TTCCAACACAAACAACAGTAGG-3`  
b)  5`-ATACTGCAAGTAGTCTTTTCAG-3`  
a)  5`-ATGAATGCCCCAGCGGTACA-3` 
b)  5`-CATACCTTGGAGAAATACTTGT-3`  
a)  5`-GAAACAATTATGATTCTGCTGG-3`  
b)  5`-GACCTTGAGTTGATCGCTAC-3` 
a)  5`-ACTGTCCTGCCCAAACAGCAAG-3` 
b)  5`-TTTGGATCCTCTGGCAACTCGT-3`  
   
  305 – 328 
1045 – 1068 
1641 – 1662 
1971 – 1992 
1649 – 1668 
1981 – 2002 
  597 – 618 
1517 – 1536 
  721 – 742 























  * Primersequenz stammt aus genomischer DNA mit einem Intron (bp 728 . . 1312) 
** Angegeben ist die für die PCR gewählte Annealing Temperatur, eine in Vorversuchen 
     ermittelte optimale Temperatur für die Primerpaare 
 
Tab. 2: Primersequenzen 
 
2.2.7 Kompetitive RT-PCR:  
Zur Quantifizierung der Transkriptionslevel von HGF, KGF und ihren Rezeptoren wurde die 
kompetitive RT-PCR mit DNA- „Mimics“ eingesetzt (Siebert und Larrick, 1993). 
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2.2.7.1 Prinzip der kompetitiven PCR: 
Bei dieser Methode wird neben dem gesuchten Template eine weitere cDNA-Vorlage (sog. 
DNA-Mimic) fast gleicher Sequenz in bekannter Menge, im gleichen Reaktionsgefäß, als 
exogener, interner Standard eingesetzt. Template und Standard besitzen dieselben 
Primerbindungsstellen, jedoch ist das Amplifikationsprodukt von Template und Standard in 
der bp-Länge unterscheidbar. Beide cDNA-Stränge werden gleichzeitig und unter identischen 
Bedingungen vervielfältigt und konkurrieren dabei um die Primer. In 5-6 parallelen 
Versuchsansätzen mit ansteigender Standardkonzentratio  wird auf gleiche Intensität des 
Amplifikationsproduktes von Template und Standard titriert. Am Ende erlaubt ein Vergleich 
der Mengen an gebildetem Template und an Standard-cDNA eine Abschätzung der 
ursprünglich vorhandenen cDNA-Menge. 
 
2.2.7.2 Konstruktion der internen Standard-DNA für die kompetetive PCR: 
Zur Herstellung der Standard-DNA wurden modifizierte Primer benutzt, die am  5`-Ende die 
Sequenz der spezifischen Primer KGF/KGFR und HGF/c-met (rot und unterstrichene 
Sequenzen) und am 3`-Ende die Sequenz des ß-Aktin-Primers (blau Sequenzen) enthalten. 
Das PCR-Produkt besteht folglich aus ß-Aktin, flankiert von den KGF/KGFR- bzw. HGF/c-
met-Sequenzen.  
Folgende MIMIC-Primer wurden zur Herstellung des Standards verwendet: 
 
Primer:   Sequenz:               Amplikon:  
MIMIC-HGF 5`-TTCCAACACAAACAACAGTAGGTTGTACCAACTGGGACGATATGG -3`              ca.200bp
  5`-ATACTGCAAGTAGTCTTTTCAGGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC -3` 
 
MIMIC-c-met 5`-ATGAATGCCCCAGCGGTACATTGTAACCAACTGGGACGATATGG -3´             ca.210bp
  5´-CATACCTTGGAGAAATACTTGTGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC -3´   
 
MIMIC-KGF 5`-GAAACAATTATGATTCTGCTGGTTGTAACCAACTGGGACGATATGG -3`        ca.200bp
  5`-GACCTTGAGTTGATCGCTACGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC -3`   
 
MIMIC-KGFR 5`-ACTGTCCTGCCCAAACAGCAAGTTGTAACCAACTGGGACGATATGG -3`         ca.200bp
  5´-TTTGGATCCTCTGGCAACTAGTGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC -3` 
 



















Abb. 6: Konstruktion eines internen Standards für die kompetetive PCR.  
Das 5`-Ende der Primer besteht aus einer spezifischen Erkennungssequenz  für c-met, HGF, KGF  oder KGFR 
und endet am 3`-Ende mit  einer ß-Aktinsequenz. Das resultierende PCR-Produkt ist eine Kopie der gewählten 
ß-Aktinsequenz, flankiert von den Erkennungssequenzen der spez. Primer für c-met, HGF, KGF  oder KGFR. 
 
Folgendes PCR-Protokoll wurde zur Herstellung der Standards verwendet: 




















Die PCR wurde mit den in 2.2.4 aufgeführten Materialien durchgeführt. Nach dem PCR-Ende 
wurden die PCR-Produkte auf einem 1,7%igem Agarosegel aufgetrennt. Danach folgte die 
DNA-Extraktion mit dem „QIAEX II Gel Extraction Kit“ (QIAGEN, Hilden, Deutschland) 
nach Angaben des Herstellers. Nach photometrischer  Quantifizierung mit dem 
BioPhotometer (Eppendorf) konnte die MIMIC-DNA  nun als Standard mit definierter DNA-







   ß-
Aktin 
for. Primer 
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2.2.7.3 Durchführung der kompetetiven PCR: 
Zu fünf Reaktionsansätzen mit konstanter Proben-DNA (= Template) werden fünf 
Verdünnungen des Standards titriert und wie in der unter 2.3.4 beschriebenen PCR eingesetzt. 
Gleich starke Signale von Standard und Probe in einem Reaktionsansatz nach der 
Auftrennung zeigen ein Verhältnis von 1:1 und ermöglichen die Ermittelung der DNA-Menge 
der jeweiligen Probe. Bei den anderen Reaktionsansätzen signalisieren unterschiedlich breite 

















Abb. 8: Schematische Darstellung der kompetitiven PCR. 
 
Der Konzentrationsbereich von Standard und Probe wurden im Bereich der linearen 
Amplifikation gewählt. Der Bereich der linearen Stand rd-Amplifikation wurde durch einen 
vorhergehenden 100µl RT-PCR Ansatz bestimmt, bei dem nach 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 
34 und 36 Zyklen je 6µl aus dem PCR-Ansatz entnommen wurden, um nach  Gelauftrennung, 
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2.2.7.4  DNA Gel-Elektrophorese: 
Die in der RT-PCR amplifizierte DNA wurde in einem 8%igem Polyacrylamid-Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurden 6µl PCR-Produkt mit 1µl Auftragspuffer auf das 
Gel aufgetragen. Als Längenstandard diente eine 100 bp DNA-Leiter (Invitrogen). Nach der 
60-minütigen Auftrennung bei 220V in 0,5% TBE-Puffer, rfolgte die Färbung des Gels für   
5 Minuten in einer 0,01%igen  Ethidiumbromidlösung und die anschließende Auswertung  
unter UV-Licht. Die Ergebnisse wurden photographiert und die Intensität jeder Bande durch 
das BioDoc II®-System (Biometra, Götting, Deutschland) quantifiziert.  
 
2.3. Analysen zur Proteinexpression im Rattenpankreas: 
2.3.1 Western-Blot: 
2.3.1.1 Proteinisolierung aus Rattenpankreas: 
Das in flüssigem N2 schockgefrorene Gewebe (ca. 100mg) wurde auf Eis in 1ml Lysispuffer 
(10mM Tris-HCL; 5mM EDTA; 50mM NaCl; 30mM Natriumpyrophosphat; 50mM NaF; 
100µM Na3VO4 und 1% Triton-X100; pH 6-7) mit zusätzlichem Proteas inhibitor (1mM 
Phenylmethylsulfonfluorid) mechanisch homogenisiert. Anschließend wurden die 
Gewebetrümmer durch 10-minütige Abzentrifugation bei 14 000rpm und 4°C entfernt.  
 
2.3.1.2 Quantifizierung der Proteinmenge: 
Nach der Homogenisierung wurde die Proteinkonzentration mittels „Bio-Rad Protein Assay“ 
bestimmt (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Das Reagenz r agiert mit den Peptidbindungen des 
in den Proben enthaltenen Proteins unter Bildung eies bei 595nm messbaren Farbkomplexes. 
Dabei besteht eine lineare Abhängigkeit zwischen Proteinkonzentration und Farbentwicklung.  




Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde 100µg Gesamtprotein pro Geltasche 
auf  ein 8%iges SDS Gel aufgetragen. Ein mitlaufender Molekulargewichtsmarker 
(Rainbowmaker, Amersham) diente zur Größenzuordnung. Die Gelelektrophorese erfolgte im 
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2.3.1.4 Transfer: 
Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung folgte der Transfer auf 
Nitrozellulosemembranen. Dazu wurde das Gel zusammen it Whatmann Filterpapier, der 
Nitrozellulosemembran und einem weiteren Filterpapier aufeinander gelegt und in eine mit  
Transferpuffer gefüllte Kammer überführt. Für die Dauer von 4h wurde nun ein elektrisches 




Abb. 9 zeigt eine schematische Darstellung des Transfers  
 
2.3.1.5 Hybridisierung: 
Um eine unspezifische Bindung der Antikörper an die Nitrozellulosemembran zu verhindern, 
wurden die Membranen für 12 Stunden mit einem Western-Block-Puffer bestehend aus PBS 
mit 5% fettfreiem Milchpulver und 0,02% Tween 20 auf einer Wippe inkubiert. Dieser Puffer 
enthält eine hohe Konzentration unspezifischer Proteine, die die freien Bindungsstellen auf 
der Nitrozellulosemembran besetzen. Nach anschließenden Waschschritten mit PBS, wurden 
die Membranen für 16h bei 4°C mit den entsprechenden, in Blockpuffer gelösten Antikörpern 
unter leichtem Schwenken inkubiert. Für das Pankreasg webe wurden die primären Antiköper 
in einer Konzentration von 1µg/ml eingesetzt. Dabei wurden folgende Antikörper von Santa 
Cruz verwendet: polyklonalen Anti-HGF, Anti-met, Anti-KGF und Anti-KGFR. Am Folgetag 
wurden die Membranen 40 Minuten mit 10 ml PBS (viermaliger Pufferwechsel) zur 
Entfernung ungebundener Primärantikörper gewaschen und danach zwei Stunden bei 
Raumtemperatur auf einer Wippe mit den spezifischen Sekundär-Antikörpern Anti-














mit Puffer getränktes 
Filterpapier 
mit Puffer getränktes 
Filterpapier 
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Ungebundene Sekundär-Antikörper wurden durch eine er ute Waschphase über 60 Minuten 
(viermaliger Pufferwechsel)  entfernt.  
 
 
2.3.1.6  ECL Detektion: 
Die spezifischen Antikörperbindungen wurden mittels des „ECL-Kits“ (Enhanced-
Chemoluminiszenz, Amersham) detektiert. Die Membranen wurden eine Minute in der 
Enhanced Chemiluminescence Lösung (ECL) geschwenkt u d kurz mit Western-Blot 
Waschpuffer gespült. Die am zweiten Antikörper gebundene Meerrettich-Peroxidase (HRP) 
oxidiert das Luminol des ECL. Das durch die Oxidation angeregte Luminol fällt anschließend 
unter Lichtemission in den Grundzustand zurück. Das au gesandte Licht wurde mittels 
Filmauflage registriert. Die entwickelten Filme wurden am Computer gescannt und mit Hilfe 




2.3.2.1 Herstellung von Kryostat-Schnitten: 
Schockgefrorenes Pankreasgewebe wurde an einem Microtom (Microtom International, 
Volketswil, Schweiz) in 5µm dicke Kryoschnitte unterteilt und nach dem Trocknen an Luft 
bei –20°C gelagert. 
 
2.3.2.2 Durchführung der Immunhistochemie: 
Die bei –20°C gelagerten Schnitte wurden nach dem Auftauen zuerst für 10min. in Azeton 
fixiert und anschließend mit 5% Ziegenserum (Vector Laboratories) in PBS für 20min. bei 
Raumtemperatur behandelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Nach drei 
Waschschritten mit PBS für 15min. wurden die Pankreasproben mit 1:500 verdünnten Anti-
HGF und Anti-c-met Antikörpen (Santa Cruz), bzw. mit 1:1000 verdünnten Anti-KGF und 
Anti-KGFR Antikörpern für 10 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
nicht gebundenen Antikörper durch mehrere Waschschritte mit PBS (4x15min) bei 
Raumtemperatur entfernt. Es folgte die Inkubation mit den spezifischen Peroxidase 
gekoppelten Sekundär-Antikörpern (LSAB Kit; DAKO) für 1 Stunde bei Raumtemperatur. 
Nach erneuten Waschschritten mit PBS (über 60 Minuten mit viermaligem Pufferwechsel), 
wurden die primären Antikörper, durch die am Sekundärantikörper gebundene Peroxidase 
mittels 3,3-Diaminobenzidine (DAB) als Chromogen durch Braunfärbung sichtbar gemacht. 
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Die Gegenfärbung mit Meyer`s-Hämatoxylin folgte nach einem erneuten Waschschritt. Die 
Negativkontrollen wurden auf die gleiche Art, jedoch ohne Inkubation mit Primärantikörpern, 
hergestellt. Für die verschiedenen Zeitpunkte wurden jeweils 2 Proben untersucht. 
 
2.4 Statistische Analysen: 
Die mRNA- und Proteinexpressionen wurden mit Hilfe des „BioDoc II®-Systems“ 
densitometrisch quantifiziert. Für jede Datenreihe wurde das rechnerische Mittel und die 
Standardabweichung ermittelt. Paarige Datenreihen wurden mit dem „Student`s T-Test“ 
verglichen, wobei ein Wert <0,05 als signifikant angesehen wurde.




3.1 Entstehung der experimentellen chronischen Pankreatitis:  
Die einmalige intravenöse Injektion von DBTC in die Schwanzvene der Versuchstiere 
verursachte innerhalb 24h eine akute interstitielle Pankreatitis, charakterisiert durch 
ödematöse Veränderungen des Gewebes, vereinzelter Azinuszellnekrose und Infiltration von 
Entzündungszellen, wie z. B. neutrophile Granulozyten und mononukleäre Zellen. Nach 2 
Tagen war zusätzlich eine deutliche Entzündung mit  Erweiterung des duktalen Epithels 
sichtbar. Vier Tage nach der Injektion war die duktale Auskleidung des Pankreas 
untergegangen. Ein Anstieg von Kollagenfasern und Infiltration von Fibroblasten war ab dem 
7. Tag nach Injektion nachweisbar. Zwischen dem 14 und 28. Tag entstanden fibrotische 
Areale im Bereich der bilopankreatischen Gänge. Am Ende des  Beobachtungszeitraumes  
war eine ausgeprägte interstitielle Fibrose mit Infiltration von mononukleären Zellen 
vorhanden. In den Kontrolltieren, die nur mit Lösungsmittel behandelt wurden, konnten keine 
histopathologischen Veränderungen gefunden werden. Zu jedem Zeitpunkt wurden sechs 
unabhängige Proben, nach H&E-Färbung, lichtmikroskopisch in 200-facher Vergrößerung 
von zwei Untersuchern beurteilt. Die semiquantitative Beurteilung der histopathologischen 
Veränderungen (jeweils 4 verschiedene Präparate pro Zeitpunkt) ist in der Tabelle 4 
dargestellt. Weitere Charakteristika des DBTC-Models zur Induktion der experimentellen 
chronischen Pankreatitis mit Serumparameter, wie z. B. α-Amylase, Lipase, alkalische 
Phosphatase und Bilirubin sind von Merkord et al. beschrieben worden [Merkord et al. 1997]. 
 
 Tage nach DBTC-Applikation: 
       1 3                  7               14               28              60 
Interstitielles Ödem +++ + + - - - 
Leukozyteninfiltration  ++ +++ ++++ +++ ++ ++ 
Nekrose (+) - - - - - 
Tubuläre Komplexe - + ++ ++ ++ ++ 
Fibrose - - (+) ++ +++ ++++ 
 
Tab. 4 zeigt die semiquantitative Beurteilung der histopathologischen Veränderungen zu den 
verschiedenen Zeitpunkten nach DBTC-Applikation. Es wurden jeweils 4 verschiedene 
Präparate pro Zeitpunkt von zwei Untersuchern lichtmikroskopisch (200-fache Vergrößerung) 
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3.2 Effekte der chronischen Entzündung auf die mRNA-Expression von HGF, c-met, 
KGF und KGFR:  
Kontrollexperimente zeigten, dass die gleiche molare Menge der Kompetitor-cDNA und der 
Ziel-cDNA, vergleichbare Mengen des PCR-Produktes nach verschiednen PCR-Zyklen 
ergaben. Kompetitor-cDNA des Pankreas von Kontrolltieren wurde in Konzentrationen von 
10-9 bis 10-17 g/µl-1 eingesetzt. In der Abbildung 10 ist im unteren Schaubild ein 
repräsentatives Beispiel einer kompetitiven PCR dargestellt. Im oberen Schaubild sind die 
Ergebnisse der densitometrischen Messungen graphisch abgebildet. 
 
In den nachfolgend durchgeführten kompetitiven PCR-Untersuchungen, wurde die 
Konzentrationen der Kompetitor-cDNA zwischen 10-10 und 10-16 g/µl-1 gewählt, da die 
Amplifikationsprodukte der Ziel-Gene, in vorab durchgeführten PCR-Analysen, in diesen 
Konzentrationen gefunden wurde. Es wurden für jeden Zeitpunkt sechs unabhängige 




          Abb. 10:  
          Repräsentatives  Beispiel für die kompetitive 
          PCR im unteren Schaubild und die dazugehörige  
          densitometrische Messung im oberen Schaubild. 
          
         Im oberen Schaubild: 
         Die schwarzen Säulen zeigen die densitometrischen  
         Ergebnisse der Kompetitor-cDNA an. 
         Die weißen Säulen zeigen die densitometrischen  
         Ergebnisse der Ziel-cDNA an.  
 
 
          Im unteren Schaubild: 
          Kompetitor-cDNA aus normalem Pankreasgewebe 
          nach Serienverdünnung und gleiche Mengen der  
          Target-cDNA werden koamplifiziert, durch Gelelektro- 
          phorese aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefärbt. 
 
         Reihe 1 und 14: 100bp DNA-Leiter. 
         Reihe 2:   höchste Kompetitorkonzentration (10-9g/µl-1). 
         Reihe 10: niedrigste Kompetitorkonzentration (10-17g/µl-1). 
              Reihe 11: Negativkontrolle. 
         Reihe 12: Positivkontrolle der Kompetitior-cDNA. 
         Reihe 13: Positivkontrolle der Ziel-cDNA. 
 
 Bei 300bp: Ziel-cDNA; 
bei 100bp: Kompetitior-cDNA.  
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HGF mRNA war am Tag 1  1,5-fach erhöht und stieg am T g 3 auf das 2,5-fache an. Am Tag 
7 war die mRNA-Konzentration um das 10-fache erhöht und kehrte am Tag 28 auf das 

























Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60 
Oberes Schaubild: 
HGF mRNA-Ex-









cDNA (untere Reihe) 
zu den verschiedenen 
Zeitpunkten. 
Abb. 11: HGF mRNA-Expression in Verlauf der experimentellen chronischen Pankreatitis. Die 
mRNA-Expression wird in dem oberen Schaubild in „Arbitrary Units“ angezeigt. Die 
Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels densitometrischen Messung, bei denen ein 
interner Standard (= Mimic) koamplifiziert wurde (unteres Schaubild). Am Tag 3 konnte ein 
Anstieg der mRNA-Expression nachgewiesen werden; mit einem Höhepunkt an Tag 7. Am Tag 28 
kehrte die mRNA-Expression zu den Ausgangswerten zurück.  
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C-met mRNA war am Tag 3 5-fach erhöht, am Tag 28 auf d s 10-fache angestiegen und am 























Kontrolle Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60
AU
 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60 
 
Abb. 12: c-met mRNA-Expression in Verlauf der experimentellen chronischen Pankreatitis. 
Die mRNA-Expression wird in dem oberen Schaubild in „Arbitrary Units“ angezeigt. Die 
Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte mittels densitometrischen Messung, bei 
denen ein interner Standard (= Mimic) koamplifiziert wurde (unteres Schaubild). 
Exemplarisch wurden Tag 7; 14; 28 und 60 ausgewählt. Es konnte ein erster Anstieg der  
c-met Expression am Tag 3 und ein weiterer Anstieg am Tag 18 nachgewiesen werden. 
Höchste Werte wurden am Tag 60 ermittelt. Alle Daten wurden in sechs unabhängigen 
Experimenten ermittelt. 
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In der ersten Woche nach der DBTC-Injektion trat keine Veränderung der mRNA-
Konzentration von KGF auf. Am Tag 14 trat eine 5-fache Erhöhung mRNA Expression von 





Abb. 13: KGF mRNA-Expression in Verlauf der experimentellen chronischen Pankreatitis. 
Die mRNA-Expression wird in dem oberen Schaubild in „Arbitrary Units“ angezeigt. Die Quantifizierung der 
mRNA-Expression erfolgte mittels densitometrischen Messung, bei denen ein interner Standard (= Mimic) 
koamplifiziert wurde (unteres Schaubild). Die KGF mRNA-Expression erreichte am Tag 14 den höchsten Wert
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KGFR mRNA-Expression zeigte nur am Tag 14 eine 5-fache Überexpression und eine 2,5-





In der Abbildung 15 wird die mRNA-Expression von HGF und seinem Rezeptor c-met und in 
Abbildung 16 wird die mRNA-Expression von KGF mit seinem Rezeptor KGFR in einem 
Schaubild dargestellt. Die Abbildung 15 zeigt einen frühen Anstieg der mRNA-Expression  
von HGF zwischen Tag 3 und Tag 7, der mit dem Anstieg der c-met mRNA-Expression 
korrelierte. Ab Tag 14 sinkt die HGF-Expression wieder ab und erreicht am Tag 28 wieder 





















Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60 
 
 
Abb. 14:  KGFR mRNA-Expression in Verlauf der xperimentellen chronischen Pankreatitis. Die mRNA-
Expression wird in dem oberen Schaubild in „Arbitrary Units“ angezeigt. Die Quantifizierung der mRNA-
Expression erfolgte mittels densitometrischen Messung, bei denen ein interner Standard (= Mimic) 
koamplifiziert wurde (unteres Schaubild). Die KGFR mRNA-Expression erreichte am Tag 14 den höchsten 
Wert und war am Tag 60 auf das Ausgangsniveau zurückgekehrt. 
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kontinuierlich ansteigt. Die mRNA-Expression von KGF und KGFR steigen am siebten Tag 
des Beobachtungszeitraumes an und haben den Höhepunkt am Tag 14 erreicht. Die KGF-
Expression ist am Tag 28 wieder auf den Ausgangswert abgesunken, während KGFR den 
































Abb. 15: zeigt die Übersicht der mRNA-Expression vo HGF und seinem Rezeptor c-met im Verlauf der 
experimentellen chronischen Pankreatitis. Die HGF mRNA-Expression erreicht am Tag 7 den höchsten 
Wert, bevor sie am Tag 28 zu den Ausgangswerten zurückkehrt. Die c-met mRNA-Expression steigt ab 
dem Tag 3 kontinuierlich an und erreicht am Ende des B obachtungszeitraumes den höchsten Wert. 
Abb. 16: zeigt die Übersicht der mRNA-Expression vo KGF und seinem Rezeptor KGFR im Verlauf der 
experimentellen chronischen Pankreatitis. Die KGF mRNA-Expression ist am Tag 14 am höchsten und ist 
am Tag 28 zu den Ausgangswerten zurückgekehrt. Die KGFR mRNA-Expression erreicht die höchsten 
Werte zwischen dem 14. und 28. Tag. 
Übersicht der mRNA-Expression von HGF und c-met 
Übersicht der mRNA-Expression von KGF und KGFR 
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3.3 Effekte der chronischen Pankreatitis auf die Protein Expression von HGF, c-met, 
KGF und KGFR: 
3.3.1 Western-Blot Analyse: 
Die HGF Proteinexpression der behandelten Tiere war schon am ersten Tag nicht signifikant 
leicht erhöht (0,25-fach). Die höchsten Werte, die um das 3-fache höher waren als die 
Kontrollwerte, wurden zwischen Tag 7 und 14 gefunden. Die HGF-Proteinexpression nahm 












HGF Protein Expression 
80 KDa 
Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Kontrolle Tag 28 Tag 60 
Abb. 17: zeigt im oberen Schaubild die HGF Proteinexpr ssion im Verlauf der experimentellen 
chronischen Pankreatitis. Dargestellt wird das densitometrische Ergebnis der Western-Blot-Analyse 
zu den einzelnen Zeitpunkten in „Arbirtary Units“. Das untere Schaubild zeigt einen repräsentativen 
Western-Blot. Die Ergebnisse wurden in fünf unabhängigen Untersuchungen ermittelt. Es konnte 
ein signifikanter Anstieg der HGF Proteinexpression zwischen Tag 7 und Tag 14 nachgewiesen 
werden. 
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Die c-met Proteinexpression zeigte während des Beobachtungszeitraumes einen konstanten 
Anstieg mit maximalen Werten an Tag 28. Im weiteren Verlauf fiel die c-met 













c-met Protein Expression 
145 KDa c-met 
Abb. 18: zeigt im oberen Schaubild die c-met Proteinexpression im Verlauf der experimentellen 
chronischen Pankreatitis; dargestellt wird das densitometrische Ergebnis der Western-Blot-Analyse 
zu den einzelnen Zeitpunkten in „Arbirtary Units“. Das untere Schaubild zeigt einen repräsentativen 
Western-Blot. Die Ergebnisse wurden in fünf unabhängigen Untersuchungen ermittelt. Die c-met 
Proteinexpression steigt ab dem 3. Tag und hat am Tag 28 den höchsten Wert. 
  
Kontrolle Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60 
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Die KGF Proteinexpression war während des Beobachtungszeitraums nicht signifikant 





















Tag 1 Kontrolle Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 28 Tag 60 
Abb. 19: zeigt im oberen Schaubild die KGF Proteinexpr ssion im Verlauf der experimentellen chronischen 
Pankreatitis; dargestellt wird das densitometrische Ergebnis der Western-Blot-Analyse zu den einzelnen 
Zeitpunkten in „Arbirtary Units“. Das untere Schaubild zeigt einen repräsentativen Western-Blot. Die 
Ergebnisse wurden in fünf unabhängigen Untersuchungen ermittelt. Es konnte keine signifikante Veränderung 
der KGF Proteinexpression festgestellt werden. 
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Zu einer Erhöhung der  KGFR Proteinexpression  kam es ab den späteren Zeitpunkten des 
Beobachtungszeitraumes. Ab dem Tag 14 nach Induktion der experimentellen chronischen 
Pankreatitis konnte ein deutlicher Anstieg festgestellt werden. Die höchste KGFR 
Proteinexpression konnte mit einer 2,5-fachen Erhöhung am Tag 28 festgestellt werden. Im 
weiteren Verlauf war die KGFR Proteinexpression wieder rückläufig, blieb aber signifikant 
erhöht  (Abb. 20). 
 
 
In den Abbildungen 21 bis 24 werden zur Übersicht die Daten der mRNA- und Protein-
Expression in einer Übersicht dargestellt. Die Veränderungen auf mRNA-Ebene von HGF, c-
met und KGFR korrelieren mit signifikanten Veränderungen in der Proteinexpression. Jedoch 
gab es keine signifikante Veränderung der KGF Proteinexpression im Gewebe der 
Kontrolltiere oder im Gewebe der verschiedenen Stadien er chronischen Pankreatitis.   Die 
Abbildung 21 zeigt den gleichzeitigen Anstieg der HGF mRNA- und Proteinexpression. Die 
HGF mRNA-Expression steigt um das 10-fache an; die HGF Protein-Expression um das 2,5-
fache. Sowohl die HGF mRNA-Expression, als auch die HGF Protein-Expression fallen ab 




KGFR Protein Expression 
Abb. 20: zeigt im oberen Schaubild die KGFR Proteinexpression im Verlauf der experimentellen chronischen 
Pankreatitis; dargestellt wird das densitometrische Ergebnis der Western-Blot-Analyse zu den einzelnen 
Zeitpunkten in „Arbitrary Units“. Das untere Schaubild zeigt einen repräsentativen Western-Blot. Die 
Ergebnisse wurden in fünf unabhängigen Untersuchungen ermittelt. Die KGFR Proteinexpression zeigt im 
Verlauf einen signifikanten Anstieg mit einem Maximu  am Tag 28.  
Tag 14 Tag 28 Tag 60 Tag 7 Tag 3 Tag 1 Kontrolle 
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Die Abbildung 22  zeigt die Übersicht der c-met mRNA- und Protein-Expression. Beide 
Werte beginnen ab dem Tag 3 nach Induktion der experimentellen chronischen Pankreatitis 
zu steigen. Die c-met mRNA-Expression erreicht das Maximum am Tag 60; die c-met 



















Abb. 22: zeigt die zuvor dargestellten Daten der c-met mRNA- und Protein-Expression in 
einer Übersicht. 












Abb. 21: zeigt die zuvor dargestellten Daten der HGF mRNA- und Protein-Expression in 
einer Übersicht. 
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In der Abbildung 23 ist der Verlauf der KGF mRNA- und Protein-Expression dargestellt. Die 
mRNA-Expression steigt am Tag 14 um das 5-fache. Am Tag 28 ist die KGF mRNA-
Expression auf den Ausgangswert zurückgekehrt. In der KGF Protein-Expression sind kein 
signifikanten Veränderungen festzustellen. 
Die Diskrepanz zwischen der mRNA- und Proteinexpression, in der von uns durchgeführten 





























Abb. 23: zeigt die zuvor dargestellten Daten der KGF mRNA- und Protein-Expression 
in einer Übersicht.  
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Die Abbildung 24 zeigt die Übersicht der KGFR mRNA- und Protein-Expression im Verlauf 
der experimentellen chronischen Pankreatitis. Sowohl die mRNA- Expression, als auch die 
Proteinexpression steigen ab dem Tag 7 an. Die mRNA-Expression erreicht das Maximum 
am Tag 14 und fällt im weiteren Verlauf kontinuierlch auf das Ausgangsniveau ab. Die 
Protein-Expression erreicht das Maximum am Tag 28 und ist am Ende des 

































Abb. 24: zeigt die zuvor dargestellten Daten der KGFR mRNA- und Protein-Expression  
in einer Übersicht. 
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3.3.2 Immunhistochemie: 
Die Abbildungen 25 und 26 stellen lichtmikroskopisch (200-fache Vergrößerung) 
repräsentative Proben in H&E-Färbung,  nach immunhistochemischer Reaktion auf HGF im 
Pankreasgewebe von Kontrolltieren und am Tag 28 nach Induktion der chronischen 
Pankreatitis dar. Positive Bezirke färben sich, durch die Peroxidasereaktion, dunkelbraun an 
und sind mit Pfeilen markiert. Im normalen Pankreasg webe war eine schwache Reaktion auf 
die Immunfärbung mit HGF Antikörper im Zytoplasma der Azinus- und Duktuszellen 
vorhanden (Abb. 25).  Erhöhte Expression dieses Wachstumsfaktors wurde bei 
fortschreitender Dauer der Entzündung in mesenchymalen Zellen, in der Nachbarschaft von 










Abb. 25: zeigt mittels Immunhistochemie die Expression 
und Lokalisation von HGF im Pankreasgewebe von 
Kontrolltieren. Nach Inkubation mit den spezifischen 
primär und sekundär Antikörpern erfolgte die H&E-  
Gegenfärbung. Positive Bereiche färben sich dunkelbraun 
und sind  mit Pfeilen markiert. 
  
Abb. 26: zeigt mittels Immunhistochemie den 
Nachweis von HGF im Pankreasgewebe am Tag 28 
nach Induktion der experimentellen chronischen 
Pankreatitis. Positive Bereiche sind dunkelbraun 
gefärbt und mit Pfeilen markiert. 
  
3. Ergebnisse 41  
Die Abbildungen 27 und 28 stellen lichtmikroskopisch (200-fache Vergrößerung) 
repräsentative Proben in H&E-Färbung  nach immunhistochemischer Reaktion auf c-met im 
Pankreasgewebe von Kontrolltieren (Abb. 28) und am Tag 28 (Abb. 27) nach Induktion der 
chronischen Pankreatitis dar. Positive Bezirke färben sich dunkelbraun an und sind mit 
Pfeilen markiert. Immunreaktionen auf  c-met Antikörper wurde hauptsächlich auf duktalen 








In Abbildung 29, auf der folgenden Seite,  wird KGF in Kontrolltieren hauptsächlich in 
Fibroblasten angefärbt. Dies konnte auch im Verlauf der experimentellen chronischen 
Pankreatitis, wie  in Abbildung 30, am Tag 28 nachgewiesen werden. 
 
Abb. 27: zeigt mittels Immunhistochemie den Nachweis von 
c-met im Pankreasgewebe am Tag 28 nach Induktion der 
experimentellen chronischen Pankreatitis. Positive Bereiche 
sind dunkelbraun gefärbt und mit Pfeilen markiert. 
Abb. 28: zeigt  mittels Immunhistochemie den 
Nachweis von c-met im Pankreasgewebe von 
Kontrolltieren. Positive Bereiche sind 
dunkelbraun gefärbt und mit Sternchen markiert. 
 






Abb. 29: zeigt mittels Immunhistochemie den Nachweis  
von KGF im Pankreasgewebe von Kontrolltieren. Positive 
Bereiche sind dunkelbraun gefärbt und mit Pfeilen markiert. 
 
Abb. 30: zeigt mittels Immunhistochemie den Nachweis von KGF im Pankreasgewebe 
am Tag 28 nach Induktion der experimentellen chronischen Pankreatitis. Positive 
Bereiche sind dunkelbraun gefärbt und mit Pfeilen markiert. 
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Immunreaktion auf KGFR Antikörper wurde in den Abbildungen 31 und 32,  sowohl bei 
Kontrolltieren (Abb. 31), als auch im Verlauf der exp rimentellen chronischen Pankreatitis 
(Abb. 32) auf duktalen Epithelzellen gefunden. Die Abbildung 32 stellt positiv auf KGFR 





Abb. 31: zeigt  mittels Immunhistochemie den 
Nachweis von KGFR im Pankreasgewebe von 
Kontrolltieren. Positive Bereiche sind 
dunkelbraun gefärbt und mit Pfeilen markiert 
Abb. 32: zeigt mittels Immunhistochemie den Nachweis 
von KGFR im Pankreasgewebe am Tag 28 nach 
Induktion der experimentellen chronischen Pankreatitis. 
Positive Bereiche sind dunkelbraun gefärbt und mit 
Pfeilen markiert. 
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4. Diskussion: 
 
Die chronische Pankreatitis ist durch Entzündungsprozesse charakterisiert, bei denen es unter 
anderem zu einer Pankreasganghyperplasie und zur Verdrängung des funktionellen 
Parenchyms durch Fibrose mit ständiger Anwesenheit von Entzündungszellen und 
Schädigung der Azinuszellen kommt. Da menschliches Pankreasgewebe mit chronischer 
Pankreatitis nur im beschränktem Ausmaß zur Verfügung steht, und das verfügbare Material 
meistens von Patienten mit chronischer Pankreatitis im Endstadium stammt, wurden  viele 
Erkenntnisse über die pathogenetischen Mechanismen bei der Entstehung der chronischen 
Pankreatitis durch die Nutzung von Tiermodellen gewonnen. Häufig wurden Tiermodelle 
benutzt, bei denen die chronische Pankreatitis durch Ligatur des Gallepankreasgangs, oder 
durch die chronische Applikation von Ethanol über eine Magensonde induziert wurde 
[Bockman et al., 1992]. Diese Modelle sind durch unterschiedlich starke Azinuszellschäden, 
Ersatz des Pankreasparenchyms durch fibrotisches Gewebe und dauerhafte Infiltration von 
Entzündungszellen gekennzeichnet. Jedoch sind diese Tiermodelle in der Verlässlichkeit, 
Reproduzierbarkeit und Relevanz in Bezug auf die Erkrankung beim Menschen nur begrenzt 
anwendbar [Al-Mufti et al., 1999]. Wir haben uns desw gen entschieden, das 1997 
entwickelte Modell der DBTC induzierten chronischen Pankreatitis zu verwenden, um die 
Expressionsmuster von HGF, KGF und ihren Rezeptoren während der Entstehung der 
chronischen Pankreatitis zu untersuchen. Vorteile des Modells der DBTC induzierten 
chronischen Pankreatitis sind die einmalige intravenös  Injektion zur Applikation des DBTC 
mit einem nachfolgenden chronischen Entzündungsprozess, ohne erforderliche Operation mit 
Anästhesie, direkter Manipulation am Pankreas zur Ligatur des bilopankreatischen Ganges, 
wiederholte Injektionen oder z. B. tägliche intragastr le Applikation von Ethanol. Zusätzlich 
kommt es, ähnlich wie bei der Pathogenese der chronischen Pankreatitis beim Menschen, zu 
einem vergleichbaren Anstieg der Pankreasenzyme im Serum, initial zu ähnlichen 
strukturellen Veränderungen der Pankreasazinuszellen [Merkord et al., 1997], und im 
fortgeschrittenem Stadium zu vergleichbaren Läsionen i  den Pankreasgängen [Sparmann et 
al., 1997]. Die DBTC induzierte chronische Pankreatitis ist durch einen zweizeitigen Verlauf 
charakterisiert und besteht aus zwei pathogenetischn Komponenten, einer hämatogenen und 
einer biliären Komponente. Die einmalige intravenöse Injektion von 6mg/kg Körpergewicht 
führt bei der Ratte zu einer akuten interstitiellen Pankreatitis, charakterisiert durch Ödem des 
Pankreas und Schwellung des bilopankreatischen Ganges durch direkte hämatogene 
Schädigung der Pankreaszellen [Sparmann et al., 1997]. Bereits 1-3 Stunden nach der 
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Applikation sind ultrastruktrelle Veränderungen, wie Verlust der Golgizisternen, 
elektronendichte Lysosomen im Golgiareal und mitochondriale Schäden 
elektronenmikroskopisch in den Azinuszellen des Pankreas nachweisbar [Merkord et al., 
1991]. Die rasche Ausscheidung des DBTC über die Gallenflüssigkeit führt im weiteren 
Verlauf zur Zerstörung der Epithelzellen des Pankreasganges. Die Zellnekrosen und das 
hyperplastische proliferierende Gangepithel führen zu einer Obstruktion des 
bilopankreatischen Ganges mit nachfolgendem Reflux von Pankreassaft und Gallenflüssigkeit 
[Sparmann et al., 1997; Merkord et al., 1997]. Am Tag 5, 7 und 14 nach Induktion sind vor 
allem Infiltrationen von Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen zu beobachten. 
Innerhalb der ersten 14 Tage des Beobachtungszeitraums sind die morphologischen 
Veränderungen des Pankreas hauptsächlich im Bereich d s Pankreaskopfes nachzuweisen, der 
Pankreasschwanz zeigt hingegen kaum Veränderungen. Di s wird am ehesten durch die 
direkte zellschädigende Wirkung des DBTC im Gallensaft im Pankreasgang bedingt. Nach 
dem Tag 14 waren keine strukturellen Unterschiede mehr zwischen Pankreaskopf- und 
schwanz nachweisbar, da der Entzündungsprozess das ges mte Organ erreichte. Ab dem 14. 
Tag nach Induktion stehen dann die Proliferation voFibroblasten mit folgender Fibrose des 
Pankreas im Vordergrund. Die Infiltration von mononukleären Zellen und die fortschreitende 
Fibrose sind im Folgenden bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes nach 2 Monaten 
nachzuweisen [Sparmann et al., 1997]. Die Pankreasenzyme im Serum der Ratten erreichten 
den Höhepunkt am dritten Tag nach der Induktion und waren am Tag 14 wieder im 
Normbereich [Sparmann et al., 1997]. Aufgrund der bschriebenen histopathologischen 
Befunde, die mit unseren Befunden gut korrelierten, sahen wir das Modell der DBTC 
induzierten chronischen Pankreatitis als geeignet an, die Expression von peptidischen 
Wachstumsfaktoren und ihren Rezeptoren während der Entstehung der chronischen 
Pankreatitis zu untersuchen. 
 
In unserer Untersuchung beobachteten wir frühzeitig ansteigende Konzentrationen von HGF- 
und KGF-mRNA zwischen Tag 1 und 14, eine später konstant ansteigende Expression von c-
met-mRNA und eine Erhöhung der KGFR-mRNA Expression zwischen Tag 14 und 28. Die 
Veränderungen auf mRNA-Ebene von HGF, c-met und KGFR korrelierten mit signifikanten 
Veränderungen in der Proteinexpression. Es gab jedoch keine signifikanten Veränderungen 
der KGF Proteinexpression im Gewebe der Kontrolltiere oder im Gewebe der verschiedenen 
Stadien der chronischen Pankreatitis.  In der Frühphase der chronischen Pankreatitis waren 
die HGF Proteinkonzentrationen um das 3-fache erhöht, die c-met Konzentration um das 2-
4. Diskussion 46  
fache erhöht. Die etwas niedrigere Erhöhung der c-met Proteinexpression und die 
vergleichbar höhere HGF Proteinexpression im Frühstadium der chronischen Pankreatitis, 
sind mit Daten von Ishibashi et al., in der Frühphase nach Nierenverletzungen [Ishibashi et 
al., 1992] und von Tajima et al., in der Frühphase nach Leberverletzungen, vergleichbar 
[Tajima et al., 1992]. Auch bei der akuten Lungenverletzung war ein signifikanter Anstieg der 
HGF-Konzentration in der Alveolarflüssigkeit nachweisbar, und es konnte auch kein 
signifikanter Anstieg der KGF-Konzentration gefunde werden. Jedoch führte die 
intratracheale Verabreichung von KGF vor dem lungenschädigenden Ereignis zu einem 
milderen Verlauf [Verghese et al., 1998].  
Im Lebergewebe kommt es nach der Bindung von HGF und der nachfolgenden 
Internalisierung zu einer raschen Proteolyse des c-met Rezeptors [Tajima et al., 1992; Naka et 
al., 1993].  
Immunhistochemisch konnten wir zeigen, dass HGF und KGF in Stromazellen lokalisiert 
sind. Der HGF-Rezeptor c-met wurde auf  duktalen Epithelzellen und an einigen Azinuszellen 
gefunden. KGFR hingegen fand sich  sowohl auf Insel- als auch auf duktalen Zellen. 
Matsubara et al. konnte HGF auf Zellen mesenchymalen Ursprungs und c-met auf 
Epithelzellen im Gastrointestinaltrakt  nachweisen [Matsubara et al., 1998]. In 
immunhistochemischen Untersuchungen, die wir im fibrot schen Lebergewebe durchführten, 
konnte wir ebenfalls KGF auf Zellen mesenchymalen Ursprungs und KGFR auf epithelialen 
Zellen nachweisen [Otte et al., 2007]. Untersuchungen von Finch et al. zeigten vergleichbare 
Ergebnisse [Finch et al., 1989]. Ähnliche Ergebnisse konnten Kinoshita et al. in Bezug auf 
Magenmukosa [Kinoshita et al., 1995] und Nakamura et l. in Bezug auf Blutgefäße zeigen 
[Nakamura et al., 1995].   
 
Ebert et al. zeigten, dass nur geringfügige HGF mRNA-Expression im normalen Pankreas 
nachweisbar ist, wohingegen beim Pankreaskarzinom eine deutliche Überexpression 
nachweisbar ist [Ebert et al., 1994]. Paciucci et al. fanden in Pankreaskarzinomproben HGF 
auf Stromazellen und den  korrespondierenden Rezeptor auf den Krebszellen selbst [Paciucci 
et al., 1998]. Kiehne et al. fanden vergleichbare Daten von c-met im Gewebe von 
Pankreaskarzinomen vom Menschen und Ratten, sowie in Pankreaskarzinomzelllinien. Die 
Autoren folgerten, dass HGF über den c-met Rezeptor möglicherweise das Tumorwachstum 
des Pankreaskarzinom fördert [Kiehne et al., 1997]. Siddiqi et al. berichteten, dass im 
gesunden Pankreasgewebe geringe Mengen KGF mRNA nachweisbar sind und zeigten, dass 
im Pankreaskarzinom erhöhte KGF mRNA-Werte zu finden sind [Siddiqi et al., 1995]. 
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Mittels In Situ-Hybridisierung (ISH) konnte Ishiwata et al. KGF und KGFR im Bereich der 
Inselzellen und im Bereich der Pankreasgangzellen im gesunden Gewebe nachweisen. In der 
gleichen Studie fand Ishiwata et al. innerhalb der Tumormasse maligne Zellen, die KGF und 
KGFR expremierten. Daraus folgerten die Autoren, dass KGF mittels einem autokrinem Loop 
das  Wachstum des Pankreaskarzinom fördern kann [Ishiwata et al., 1998]. Im dem das 
Pankreaskarzinom umgebenden Gewebe, das strukturelle V ränderungen ähnlich wie bei der 
chronischen Pankreatitis aufzeigt, konnte mittels Immunhistochemie massenhaft KGF und 
KGFR nachgewiesen werden. Diese Areale beinhalten auch proliferierende duktale Zellen, 
degenerierende Azinuszellen, vereinzelt Inselzellen und eine große Menge von Stromazellen. 
Durch InSitu-Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass die duktalen Zellen und die 
Azinuszellen in diesen Arealen große Mengen von KGF- und KGFR mRNA exprimieren. 
Diese parenchymale Überexpression von KGF und KGFR könnte Hinweise auf mögliche 
parakrine Interaktionen zwischen den duktalen bzw. den Azinuszellen und dem 
Pankreaskarzinom sein [Ishiwata et al., 1998].  
 
Bei der experimentellen akuten Pankreatitis wurde von einer Überexpression von HGF, 
Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1), FGF-2, Insulin-L ke Growth Factor-2 (IGF-2) und c-met 
berichtet. Dabei erreichte HGF seine maximale Erhöhung am 3. bis 5. Tag nach Induktion der 
akuten Pankreatitis. Der HGF-Rezeptor c-met war der einzige Rezeptor, der in dieser 
Untersuchung von Menke et al. eine erhöhte Expression, owohl auf mRNA-Ebene, als auch 
auf Proteinebene, zeigte. Die anderen korrespondierend n Rezeptoren zeigten keine 
wesentliche Veränderung. Außerdem konnte gezeigt werden, dass HGF, in einer Zellkultur 
mit Pankreasepithelzellen, die Expression seines Rezeptors auf autokrinem Weg fördert 
[Menke et al., 1999]. Ueda et al. zeigten 1996, dass HGF im Serum von Patienten mit akuter 
Pankreatitis erhöht ist und der Serumspiegel mit der Schwere der Erkrankung korrelierte 
[Ueda et al., 1996].  Im Jahre 2002 gelang es Ishiwata et al., bei Ratten mit L-Arginin 
induzierter akuter Pankreatitis, KGF auf α-Inselzellen nachzuweisen. KGFR konnte während 
der akuten Pankreatitis nicht in den zentroazinären  Z llen nachgewiesen werden. Ishiwata et 
al. schlussfolgerten, dass KGF zur Regeneration und Differenzierung von Azinuszellen 
während der akuten Pankreatitis beiträgt [Ishiwata et l., 2002]. Die in unserer Untersuchung 
erhobenen Daten im Verlauf der experimentellen chronischen Pankreatitis sind mit den oben 
genannten Daten während der experimentellen akuten Pankreatitis vergleichbar. 
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Es ist bekannt, dass HGF und KGF durch verschiedene Wachstumsfaktoren im Serum und 
proinflammatorischer Zytokine induziert werden könne . Sparmann et al. untersuchten 2001 
das intrapankreatische Zytokin-Expressionsmuster bei der DBTC induzierten chronischen 
Pankreatitis der Ratte. Im gesunden Pankreasgewebe der Ratte waren außer geringen Mengen 
von IL-1ß, keine Zytokine nachweisbar. Ein Tag nach Induktion der chronischen Pankreatitis 
folgte ein sofortiger Anstieg der mRNA von IL-1ß; IL-5; IL-6 und IL-10, der bis zum Ende 
des Beobachtungszeitraumes bestand [Sparmann et al., 2001]. Diese Zytokine werden vor 
allem von Lymphozyten, Makrophagen, aber auch von Epi- und Endothelzellen gebildet 
[Cerami, 1992]. Expression von IL-2 konnte erst ab dem fünften Tag der chronischen 
Pankreatitis nachgewiesen werden [Sparmann et al., 2001]. Parallel zur intrapankreatischen 
Zytokinexpression wurden auch mittels Immunhistochemie das Auftreten von 
Entzündungszellen untersucht. Anfangs wurde ein Anstieg der CD4-positiven T-Zellen 
beobachtet, der in der chronischen Phase von einem kontinuierlichen Anstieg der CD8-
positiven T-Zellen gefolgt wurde. Am Tag 14 nach Induktion betrug die CD4+/CD8+-Ratio 
4,57; am Tag 60: 1,78. Sparmann et al. folgerten, dass die chronische Entzündung nach der 
Induktion der chronischen Pankreatitis durch T-Lymphozyten vermittelt wird [Sparmann et 
al., 2001]. Das Vorliegen von vor allem CD8-positiven T-Lymphozyten konnte auch in 
Operationspräperaten von Patienten mit chronischer Pankreatitis bestätigt werden [Ockenga et 
al., 2000]. Auch in unseren Proben war die Entzündungsreaktion initial durch neutrophile 
Granulozyten und Makrophagen charakterisiert. Im weiter n Verlauf dominierten dann vor 
allem mononukleäre Zellen. Die maximale Infiltration von Entzündungszellen beobachteten 
wir zwischen Tag 7 und 14. Die Beteiligung von IL-1ß und IL-2 bei der chronischen 
Pankreatitis bzw. beim Pankreaskarzinom konnte auch in anderen Studien nachgewiesen 
werden [Bamba et al., 1994; Pezzilli et al., 1994]. Studien bei Patienten mit akuter 
Pankreatitis zeigten, dass zu einem frühen Zeitpunkt erhöhte Werte von IL-1α und TNF-α im 
Serum nachweisbar waren. IL-6 erreichte seinen maxilen Wert nach 48h [Kingsnorth, 
1997; Norman et al., 1997]. TGF-ß zeigte einen zwei phasischen Verlauf mit einem frühen 
Peak zwischen Tag 1 bis 2 und einem zweiten Peak ab Tag 10 nach Induktion der Pankreatitis 
bei Ratten [Konturek et al., 1998]. Otte et al. konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass 
in Rattenazinuszellen die Expression von dem HGF-Rezeptor c-met durch IL-6 gesteigert 
werden konnte. In Pankreaskarzinomzelllinien vom Menschen und Ratten konnte die c-met 
Expression durch IL-1α, IL-6, TNF-α und TGF-ß deutlich gesteigert werden [Otte et al., 
2000]. Die HGF-Expression wird ebenfalls über Zytokine wie IL-1, TNF-α und TGF-ß1 
reguliert [Tamura et al., 1993; Gohda et al., 1992]. Bei Untersuchungen mit Fibroblasten 
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konnten Chedid et al. zeigen, dass die Expression von KGF durch IL-1 stark, durch IL-6 und 
TGF-α moderat gesteigert werden kann [Chedid et al., 1994]. Brauchle et al. kamen ebenfalls 
zu dem Ergebnis, dass die KGF-Expression durch IL-1ß, TNF-α und IL-6 induziert werden 
kann [Brauchle et al., 1994].    
Peptidische Wachstumsfaktoren, wie PDGF, aFGF, bFGF, EGF, Prostaglandine und Injurin, 
die nach Gewebeverletzungen erhöht sind, können die Expression von anderen peptidischen 
Wachstumsfaktoren, wie z.B. HGF erhöhen [Naka et al., 1993; Matsumoto et al., 1992 und 
1996]. HGF und KGF sind Wachstumsfaktoren mesenchymalen Ursprungs, die ihre mitogene 
Wirkung nach dem Binden an den jeweiligen spezifische Rezeptor, die sich auf Epithelzellen 
befinden, entfalten [Matsubara et al., 1998; Finch et al., 1989]. Yi et al. konnten 1994 zeigen, 
dass kurze Zeit nach der Verabreichung von KGF, es zu einer gesteigerten Proliferation, vor 
allem von Epithelzellen der intralobulären Gänge und der Langerhans-Inseln im Pankreas von 
Ratten kam [Yi et al., 1994]. Vila et al. zeigten, dass HGF in vitro ein potentes Mitogen für 
menschliche Pankreaszellen ist [Vila et al., 1995]. Otonski et al. zeigten dies in Bezug auf 
fetale Inselzellen beim Menschen [Otonski et al., 1994]. HGF und KGF sind auch bei der 
Differenzierung der Inselzellen des Pankreas bei Ratten beteiligt. So kann HGF die 
Proliferation und Differenzierung von epithelialen Monolayern, die von Inselzellen 
abstammen, in insulin-produzierende Zellen vermitteln [Wang et al., 2004]. Die transgene 
Expression von KGF in ß-Zellen des Pankreas bei Mäusen führte zur deutlichen 
Proliferationssteigerung des duktalen Epithels innerhalb der Inselzellen [Krakowski et al., 
1999]. Beide Wachstumsfaktoren unterstützen also die mesenchymale-epitheliale Interaktion 
und stimulieren das Wachstum, die Migration und dieDifferenzierung von epithelialen 
Zellen. Zusätzlich zu den oben genannten Eigenschaften besitzt HGF noch morphogene 
Eigenschaften. Matsubara et al. konnten zeigen, dass ie Expression von HGF und c-met 
während der Morphogenese und der Differenzierung des Gastrointestinaltraktes bei fetalen 
Ratten deutlich erhöht ist und HGF sowohl an der Morph genese, als auch an der 
Histodifferenzierung des Gastrointestinaltraktes beteiligt ist [Matsubara et al., 1998]. 
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass HGF und c-met bei der Aussprossung und 
Lumenbildung von Epithelzellen beteiligt sind. Tsarfaty et al. zeigten dies in einer 
menschlichen Brustzelllinie [Tsarfaty et al., 1992]. Brinkmann et al. konnten ähnliche 
Ergebnisse nach Stimulation mit HGF in verschiedenen Z lllinien nachweisen, wie z. B. in 
SW1222 Kolonkarzinomzellen, in Capan-2 Pankreaskarzinomzellen und in EpH4 
Brustepithelzellen [Brinkmann et al., 1995]. Tsuji et al. konnten die oben genannten Effekte 
in Mukosazellkulturen nachweisen [Tsuji et al., 1995]. Ab dem 7. Tag nach Induktion der 
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chronischen Pankreatitis kam es auch in dem von uns verwendeten Modell der DBTC 
induzierten chronischen Pankreatitis zur Ausbildung von tubulären Komplexen [Merkord et 
al., 1999]. In transgenen Mäusen mit Überexpression von TGF-α fiel eine progressive Fibrose 
und eine Transdifferenzierung von Azinuszellen in Epithelzellen, die den duktalen 
Epithelzellen ähnlich waren und tubuläre Strukturen z igten [Wagner et al., 1998]. Da die 
Effekte von HGF und TGF-α sich bei der Wachstumsförderung von 
Pankreaskarzinomzelllinien verstärken, vermutet man d s HGF und TGF-α eine gemeinsame 
Endstrecke in der Signaltransduktion bei der Förderung des Zellwachstums besitzen [Ohba et 
al., 1999]. Auch bei der chronischen Pankreatitis könnten die typischen Veränderungen durch 
die gemeinsame Wirkungsverstärkung von HGF und TGF-α entstehen. Mäuse mit einer 
Überexpression von KGF zeigten ebenfalls eine duktale Hyperplasie [Bockman et al., 1992]. 
Bei der akuten Pankreatitis scheint die Bildung vontubulären Komplexen mit der Expression 
von aFGF und bFGF zu korrelieren [Ebert et al., 1999].  In unserer Studie könnte auch KGF 
zur Ausbildung von tubulären Komplexen beitragen, jdoch müssen auch Effekte von anderen 
Wachstumsfaktoren berücksichtigt werden, da die Veränderungen der Expression von KGF 
und seines Rezeptors nicht so deutlich waren wie bei HGF und c-met.  
 
Während der Entstehung der DBTC-induzierten chronischen Pankreatitis, kam es zu einem 
deutlichen Anstieg der Expression von HGF und seines R zeptors c-met. Erhöhte Expression 
dieses Wachstumsfaktors und seines Rezeptors könnten zur epithelialen Regeneration der im 
Frühstadium entstandenen Zellnekrosen beitragen unddurch direkte und indirekte 
Mechanismen zur duktalen Hyperplasie und Fibrose, in einem späterem Stadium der 
Erkrankung, führen. 
Veränderungen in der mRNA- und Proteinexpression vo KGF und KGFR waren weniger 
ausgeprägt. Welche klinische Wertigkeit die untersuchten Wachstumsfaktoren bei der Fibrose 
und eventuell bei der Pankreaskarzinogenese besitzen, muss noch weiter untersucht werden. 
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5. Zusammenfassung: 
 
Die chronische Pankreatitis ist charakterisiert durch einen kontinuierlich fortschreitenden 
Entzündungsprozess mit der Folge von irreversiblen morphologischen Veränderungen des 
Pankreasganges und des Pankreasparenchyms. Diese Veränderungen können bis zu einem 
permanenten exokrinem und/oder endokrinem Funktionsverlust fortschreiten. 
Wachstumsfaktoren wie z. B. Transforming Growth Factor; Epidermal Growth Factor und 
verschiedene Wachstumsfaktoren der Fibroblast Growth Factor Familie werden im 
Pankreasgewebe exprimiert. Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) mit seinem Rezeptor c-
met und der Keratinocyte Growth Factor (KGF) mit seinem Rezeptor (KGFR) konnten, 
sowohl bei der Organogenese des Pankreas, als auch bei der akuten Pankreatitis 
nachgewiesen werden. Auch im Gewebe von Pankreaskarzinomen konnte HGF und KGF 
einschließlich Rezeptoren ermittelt werden. Patienten mit chronischer Pankreatitis haben ein 
erhöhtes Risiko an einem Pankreaskarzinom zu erkranken. Deshalb untersuchten wir die 
Wachstumsfaktoren HGF und KGF einschließlich Rezeptor n im Verlauf der experimentellen 
chronischen Pankreatitis. Wir wählten das etablierte Model der Dibutyltin-Dichloride (DPTC) 
induzierten chronischen Pankreatitis der Ratte, da menschliches Gewebe mit chronischer 
Pankreatitis meist nur im sehr fortgeschrittenen Stadium und im stark begrenzten Ausmaß 
vorliegt. 
 
Nach einmaliger intravenöser Injektion von DPTC wurde Pankreasgewebe am Tag 1, 3, 7, 14, 
28, 60 histologisch untersucht. Anfänglich war die Entzündungsreaktion durch ein 
ausgeprägtes interstitielles Ödem charakterisiert (Tag 1). Im weiteren Verlauf kam es zu einer 
ausgeprägten Leukozyteninfiltration (Tag 3 bis 14). Ab dem Tag 14 kam es  zur Entwicklung 
einer interstitiellen Fibrose. 
 
Im Verlauf der chronischen Entzündung war auf mRNA-Ebene ein Anstieg der HGF und 
KGF mRNA zwischen Tag 1 und 14 zu beobachten. C-met zeigte einen kontinuierlichen 
Anstieg und war am Tag 60 auf das 15-fache des Ausgangswertes angestiegen. Die KGFR 
mRNA-Expression zeigte einen Anstieg zwischen Tag 14 und 28. 
 
Die Proteinexpression wurde mittels Western-Blot Analysen und Immunhistochemie 
untersucht. Die HGF-Proteinexpression zeigte die höchsten Werte zwischen Tag 7 und 14, 
während die c-met Proteinexpression bis zum Tag 28 kontinuierlich zunahm. Während die 
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Proteinexpression von KGFR ab Tag 14 anstieg und am T g 28 den Höhepunkt hatte, konnte 
in der KGF Proteinexpression keine signifikanten Veränderungen festgestellt werden. 
Die Diskrepanz der KGF mRNA-Expression und der KGF Proteinexpression in der Western-
Blot Untersuchung ist unklar. 
HGF- und KGF-Proteinexpression konnte immunhistochemisch auf Stromazellen 
nachgewiesen werden. C-met Proteinexpression wurde vor allem auf duktalen Epithelzellen 
gefunden. KGFR Proteinexpression wurde sowohl auf duktalen Zellen, wie auf Inselzellen 
gefunden.  
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5.1 Schlussfolgerung: 
 
Während der Entstehung der Dibutyltin-Dichloride induzierten experimentellen chronischen 
Pankreatitis der Ratte konnte eine deutliche Steigerung der HGF und c-met Expression auf 
mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden. Die erhöhte Expression könnte im 
Frühstadium zur Regeneration des Pankreasepithels beitragen. Im weiteren Verlauf der 
chronischen Pankreatitis könnte HGF und sein Rezeptor bei der  duktalen Hyperplasie und bei 
der Entstehung von Fibrose mitwirken. 
 
Die Veränderungen in der KGF und KGFR mRNA- und Proteinexpression waren weniger 
deutlich nachweisbar. KGF und KGFR scheinen jedoch bei der chronischen Pankreatitis und 
eventuell auch bei der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms mitzuwirken.
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7. Anhang 




aFGF acidic Fibroblast Growth Factor 




CD Cluster of Differentiation 
cDNA Komplentäre DNA 
CFTR  Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator 







DNaseI Desoxyribonuklease I 
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 
dsDNA Doppelstrang DNA 
dTTP Desoxythymidintriphosphat 
E260  Extinktion bei 260nm 
E280  Extinktion bei 280nm 
ECL Enhanced Chemoluminiszenz 
EDTA Ethylendinitritotetraacatat 
EGF Epidermal Growth Factor 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 
ERCP Endoskopische retrograde Cholangioskopie 
et al. und Koautoren 
FGF Fibroblast Growth Factor 
FGFR Fibroblast Growth Factor-Rezeptor 
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HGF Hepatocyte Growth Factor 
HPLC High Pressure Liquid Chromatography 






KGF Keratinocyte Growth Factor  






OD optische Dichte 
p.a. pro analysi 
PAA Polyacrylamid 
PBS Phosphat buffered saline 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
PDGF Platelet Derived Growth Factor 
p-KGFR phosphoryliertes KGFR 
PMSF Phenylmethylensulfonfluorid 
Rev reverse (rückwärts) 
RNA Ribonukleinsäure 
RT reverse Transkription 
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Tab. Tabelle 
Taq Thermus aquaticus 
TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TGF-α Transforming Growth Factor-α 
TGF-ß   Transforming Growth Factor-ß 
TIGAR-O Ursachen unterteiltes Klassifikationssystem der chron. 







UV-Licht Ultraviolettes Licht 
 
7.2  Materialien 
7.2.1 Verbrauchsmaterialien 
Produkt Firma 
Chromatography Filterpapier, 3mm Whatman, England 
Nitrozellulosemembran Amersham, Braunschweig 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 
Polaroid Filme ISO 3000/36° Polaroid, St. Albans, Hertfordshire, U.K. 
QIA-Shredder Qiagen, Hilden 
7.2.2 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben wurden die Chemikalien von der Firma Merck (Darmstadt) im 
Reinheitsgrad p. a. bezogen. 
 
Produkt Firma 
Agarose Gibco, Karlsruhe 
AMPS 10% Sigma, Steinheim 
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β-Aktin Clontech, Mountain View, CA, USA 
β-Mercaptoethanol Sigma, Steinheim 
BioBlot-NC-Nitrocellulose-Membranen Costar Cambridge, MA, USA 
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Bromphenolblau Sigma, Steinheim 
Chromatography Filterpapier, 3mm Whatman, England 
3,3-Diaminobenzidin DAB, Vector, Burlingame, CA, USA 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma, Dreisenhofen 
DNA-Leiter 100 bp Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
ECL-Kit Amersham, Braunschweig 
Enhancer 5x Eppendorf, Hamburg 
Ethidiumbromid (0,01% ig) Sigma, Steinheim 
HPLC- Wasser (DNase- und RNase-frei) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Keratinocyte Growth Factor Biometra, Göttingen 
Keratinocyte Growth Factor-Receptor Biometra, Göttingen 
LSAB Labeled Streptavidin Biotin 
Master Taq-Polymerase Eppendorf, Hamburg 
Magnesiumchlorid Gibco BRL, Karlsruhe/Eppendorf 
Mayer`s-Hämatoxylin Sigma, Steinheim 
Milchpulver (5%ig, fettfrei) Reformhaus 




Nukleotide (GeneAmp dNTPs) Perkin Elmer, Branchburg, NJ, USA 
Oligo dT-Primer Promega, Madison, WI, USA 
PCR Puffer 10 x Gibco BRL, Karlsruhe/Eppendorf 
PMSF (Proteinaseinhibitor) Sigma, St.Louis, MO, USA 
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid Sigma, St.Louis, MO, USA 
phosphospezifische Antikörper PY20 Santa Cruz, CA, USA 
Pentobarbital Klinikapotheke 
Polyacrylamid Sigma, St.Louis, MO, USA 
 
polyklonale Primärantikörper  
       (gegen KGF/ KGFR) 
Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, 
USA 
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Protein A/G –Agarose Calbiochem, Darmstadt 
QIAEX II Qiagen, Hilden 
Rainbowmarker Amersham, Braunschweig 
Ready To Go You-Prime First-Strand Beads Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
RNAse-free DNAse-Set   
       (Desoxyribonuklease I) 
Qiagen, Hilden 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
Sekundärantikörper (mit Meerrettichperoxidase         
konjugiert, LSAB Kit)  
DAKO, Hamburg 
Taq-Polymerase Gibco BRL, Karlsruhe 
TEMED Sigma, St.Louis, MO, USA  
Tissue Tec Leica Instruments GmbH, Nussloch 
Tween (0,02%ig) Böhringer Mannheim, Mannheim 
Xylencyalon FF Sigma, Steinheim 
Ziegenserum Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA 
 
7.2.3 Geräte 




Densitometer BIO-DocII System Biometra, Göttingen 
Gelkammern vertikal Multigel Long Biometra, Göttingen 
Gelkammern horizontal Horizon Invitrogen, Karlsruhe 
Lichtmikroskope Avioplan2 Imaging 
AxioVision 
Zeiss, Oberkochen 
Kryostat Nalgene Cryo 1 Nalgene, USA 
Microtom Microm HM560 Microm International GmbH, 
Walldorf 
Netzgerät für Elekrophoresen 3000 xi BioRad, Hercules, CA, USA 
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 
Pipetten Pipetman:10µl, 200µl, 1000µl Gilson, Frankeich 
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Sofortbildkamera Polaroid GelCam Polaroid, St.Albans, U.K. 
Thermocycler Gene Amp PCR System 2400 Perkin Elmer, B anchburg, 
NJ, USA 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
Thermozentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau  
Transilluminator (25 W) TFM-20 UVP, Upland, CA, USA 
Tranfer-Kammer  
für Western-Blot-Gele 
Transfer-Blot-Cell BioRad, Hercules, CA, USA 
Ultraturrax T 25 Janke &  Kunkel, Staufen 
Wärmebad Julabo SW-20C GFL, Burgwedel 
Wippe zur Inkubation der 
Western-Blot-Gele  
Rocker Platform Bellco Glass Instruments, 
New Jersey, USA 
Zentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Poly Labo, PMC-060 Tomy Kogyo, Tokyo, Japan 
7.2.4 Puffer und Lösungen 
Lösung Bestandteile Menge 
RNA-Auftragspuffer  Glycerin 50% 
 EDTA (pH 8) 1mM 
 Bromphenolblau 0.25% 
 Xylencyanol FF 0.25% 
 DEPC H2O ad 100% 
   
DNA-Auftragspuffer  Glycerin 30% 
 Bromphenolblau 0.25% 
 Xylencyanol FF 0.25% 
 H2O ad 100 
5x TBE Laufpuffer  Tris-Base 54 g 
 Borsäure 26,5 g 
 EDTA (pH 8) 20 ml 
 H2O ad 1 l 
5x TAE-Puffer Tris-Base 24,2 g 
 Eisessig 5,71 ml 
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 0,5M EDTA (pH 8) 10 ml 
   
Lyse-Puffer Nonidet P-40 1% 
 Tris-HCl (pH 7,4) 20 mmol/l 
 NaCl 150 mmol/l 
 EDTA 2 mmol/l 
 EGTA 2 mmol/l 
 Aprotinin 10 µg/ml 
 Phenylmethylsulfonyl-Fluorid 2 mmol/l 
 Leupeptin 10 µg/ml 
 Natrium-Orthovanadat  400 mmol/l 
 NaF 4 mmol/l 
   
Blockier-Lösung Tween 0,1% 
 Tris (pH 8.0)  10 mM 
 NaCl 150 mM 
 fettfreie Trockenmilch 5% in PBS 
   
Waschpuffer Tris-HCl (pH 7,4) 10 mM 
 NaCl 150 mM 
 MgCl2 1 mM 
 Triton X-100 0,5% 
   
Sammel-Puffer Tris-HCl (pH 6,8) 62,5 mmol/l 
 Natriumdodecylsulfat 2% 
 2-Mercaptoethanol 100 mmol/l 
 Bromphenolblau 0,2% 
   
Laemmli-Puffer Tris 25 mM 
 Glycin 192 mM 
 SDS (pH 8,3) 0.1% 
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7.2.5 Gele 
Gel Bestandteil Menge 
   
DNA Gel-Elektrophorese PAA 40% 10 ml 
8%-PAA-Gel 5x TBE-Puffer 5 ml 
(Vertikalgel) H2O 35 ml 
 AMPS 10% 1% 
 TEMED 0.1% 
 
-  Stock aus PAA, TBE und Wasser ansetzen 
-  pro Gel etwa 15 ml Stocklösung mit 500 µl AMPS und 50 µl Temed versetzen 
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